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TRANSFERENCIA Y CONSUMO DE OXIGENO EN EL
CULTIVO DE ALTA DENSIDAD DEL MICROORGANISMO
CON ACTIVIDAD BIONEMATICIDA TSUKAMURELLA
PAUROMETABOLA, C924

Nemecio Gonzalez*, Jesis Zamora*, Luis Ramos**, Eikel Pérez*, Carlos Pérez*, Eladio
Salazar*
*Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia, Camagiey, Cuba, **Universidad de Camagiiey

En el presente trabajo se evalla la transferencia y el consumo de oxigeno, para establecer un
cultivo de alta densidad de la bacteria Tsukamurella paurometabola, C924, agente activo del
bionematicida HeberNem. Se determiné la influencia de la agitaciény laaireacion en el coeficiente
de transferencia de oxigeno (K a). Se obtuvo una velocidad especifica de consumo de oxigeno igual
a 12,53 mg de O, g* células secas h*, empleando el método de modelacion del proceso. A presion
atmosférica con las condiciones de agitacion y aireacion determinadas se pueden obtener 94 g L de
biomasa seca sin limitacion de oxigeno. Mediante la ley de Henry se determiné que se pueden
obtener 150 g L de biomasa seca a 1,5 bar de presion, sin inhibicidn por oxigeno. Esta estrategia
se corrobord aescalaproductiva de 200 L Se obtuvo 139 + 8 g L-*de biomasa seca al final del cultivo.
El estudio de la transferencia y el consumo de oxigeno posibilitd establecer un cultivo de alta
densidad del microorganismo Tsukamurella paurometabola, C924 sin limitaciones de este sustrato.
Palabras clave: transferencia de oxigeno, consumo de oxigeno, bionematicida, cultivo de alta
densidad, tsukamurella paurometabola.

Oxygen transfer rate and oxygen uptake was evaluated in the high cell density culture of
Tsukamurella paurometabola. This bacterium is a active agent of bionematocide HeberNem.
Influence of impeller speed and aeration in the oxygen transfer rate coefficient (K a) was
determined. Oxygen uptake rate obtained was 12,53 mg O, g*dry cells h**. At determined agitation
and aeration conditions, dry cell concentration of 94 g L* may be obtained without oxygen
limitations. Applying Henry’s low was determined that the pressure should be equal to 1,5 bar. to
obtain 150 g L of dry biomass without oxygen limitation. This strategy was corroborated at
200 L bioreactor scale. 139 + 8 g L of dry cell biomass weight was obtained at the end of culture.
Oxygen transfer and uptake study helped to design a high cell density culture of Tsukamurella
paurometabola C924 without oxygen limitations.

Keywords: oxygen transfer, oxygen uptake, bionematocide, high cell density culture, tsukamurella
paurometabola.

Introduccién

El uso de microorganismos en el control de
fitonematodos, ha sido una de las alternativas
paraladisminucion del uso de productos quimicos
toxicos al medio ambiente. En el Centro de Inge-
nieria Genética y Biotecnologia de Camagliey,
Cuba, se ha desarrollado el bionematicida
HeberNem, cuyo componente activo es la bacteria
Tsukamurella paurometabola, cepa C-924 /1/. Para
establecer un proceso productivoaescalaindustrial
econdémicamente factible se necesita desarrollar
un cultivo de alta densidad celular, que posibilite
incrementar la productividad del sistema
fermentativo.

En el establecimiento de un cultivo de alta
densidad hay que satisfacer todos los requeri-
mientos nutricionales del microorganismo. En
muchos cultivos, especificamente en los culti-
vos de alta densidad, la concentracion de oxi-
geno disuelto se convierte en el nutriente
limitante, por lo que lavelocidad de transferen-
cia de oxigeno pasa a ser el paso limitante del
crecimiento microbiano. El oxigeno tiene una
baja solubilidad en el agua, por lo que debe ser
alimentado continuamente en los cultivos
aerobios. Tanto la velocidad de transferencia
de oxigeno (VTO), como la velocidad de con-
sumo de oxigeno (VCO) se deben estudiar en
el disefio de los procesos fermentativos para
incrementar la productividad /2, 3, 4/.
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Se han descrito diferentes métodos para la
determinacion de la velocidad de transferencia de
oxigeno. EI método dindmico es uno de los més
empleados, /5/. Existen diferentes técnicas expe-
rimentales para determinar lavelocidad de consu-
mo de oxigeno: el método dinamico /4, 6/, el
balance de masa en la fase gaseosa (por las
mediciones de la concentracién de oxigeno en la
entrada y la salida) /7/ o técnicas especiales en
aparatos especificos /8, 9/.

Lamodelacion de la cinética de la concentracion
de oxigeno es esencial para el establecimiento del
proceso fermentativo. Esta modelacion se hace
teniendo en cuentatanto laVVTO, comolaVCO. Pirt
/10/ describe que la VCO se relaciona con el
crecimiento celular y con el mantenimiento celular.

Santosy colaboradores demostraron que existen
discrepancias en los coeficientes de conversion de
oxigeno en biomasa y en el coeficiente de manteni-
miento celular determinado por los métodos dindmi-
coy de modelacion del proceso. Cuando la VCO se
determina por el método dindmico las células se
comportan de una forma diferente, debido a que al
disminuir bruscamente la concentracion de oxigeno
disuelto, se reprimen algunas funciones celulares
disminuyendo la actividad metabdlica. Por este
motivo. Santos y colaboradores han sugerido el
empleo de lamodelacion del proceso como método
para determinar la VCO. /11/.

El objetivo del presente trabajo, es evaluar la
transferenciay el consumo de oxigeno para esta-
blecer un cultivo de alta densidad de la bacteria
Tsukamurella paurometabola, C924, agente acti-
vo del bionematicida HeberNem.

Materiales y métodos

Microorganismo. Se empled el microorga-
nismo Tsukamurella paurometabola, cepa C-
924, aislado del suelo.

Condiciones de cultivo. Se emple6 el medio de
cultivo semi definido SD /16/, que tiene como fuen-
tes de carbono Extracto de Levadura y Sacarosa. El
cultivo se realizé en fermentadores de tres litros
(B.E. Marubishi) y de 200 L (Chemap) La tempera-
tura de cultivo fue de 36 °Cy el pH se control6 a 6,6.

Técnicas analiticas. La concentracion celu-
lar se determiné por peso seco en balanza de peso
seco Sartorius MD30A. La concentracion de
oxigeno se determind con la ayuda de un sensor
polarografico de oxigeno marca Ingold. La con-
centracion de sacarosa se determiné por el méto-
do Fenol Sulfurico /12/ y los aminoacidos del
extracto de levadura por método colorimétrico
empleando ninhidrina. /13/

Determinacion de la VTO. Se determino el
coeficiente volumétrico de transferencia de oxi-
geno (K.a) por el método dindmico. /5/ Se detuvo
lainyeccion de aire y se inyecto nitrégeno gaseo-
so para desplazar el oxigeno disuelto. Posterior-
mente se reanudd la inyeccion de aire a las
condiciones deseadas y se midié la variacion de
oxigeno en el tiempo. La ecuacion de balance de
masa para el oxigeno es de la siguiente forma:

dc
dt"? =VTO -VCO @

Para las condiciones descritas anteriormente
y sin la presencia de microorganismos VCO=0,
por lo que la variacion de oxigeno en estas condi-
ciones es:

dcC
T K.alco,

*

~Co.) 0

El K.a se determind por la pendiente de la
recta * Vs t.
In(c,, " ~C,, )

Serealizé un disefio factorial 32 para determi-
nar la influencia de la velocidad de agitacién
(niveles 8, 12 y 15 s*) y del flujo volumétrico de
aire por unidad de volumen (0.5, 1y 1.5 vvm) en
el coeficiente de transferencia de oxigeno.

Laconcentracion saturada de oxigeno durante el
equilibrio se determind por laley de Henry, con una
constante de Henry igual a 5,18 x 10* atm mol* de
O, mol* de agua. Como la concentracion media de
oxigeno en el aire es 0,21 %, la concentracion
saturada de oxigeno en el equilibrio en el medio de
cultivo es igual a 6,8 mg L a presion atmosfeérica.

Determinacién de la VCO. EI consumo es-
pecifico de oxigeno (0o, ) se determind por el
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método de modelacién del proceso descrito por
Santos y colaboradores /11/. Para ello se ajusta-

dX
P 1—
dt lumax[

dt

Las mediciones se realizaron en la fase de
crecimiento del microorganismo en sacarosaen el
biorreactor de 3 litros a 750 rpm y 1,5 vvm. La
concentracion saturante de oxigeno empleada fue
C*»,=6.8 mg L. La integracion del sistema de
ecuaciones diferenciales se realiz6 empleando el
método Runge Kutta de cuarto orden.

Validacion de los resultados. La validacion de
las condiciones propuestas se realiz6 a escala
productiva de 200L. EI crecimiento celular y el
consumo de sustratos (aminoacidos y sacarosa)
se ajusto al modelo biauxico descrito por Lee y
colaboradores /14/. Se emplearon las siguientes
ecuaciones diferenciales:

Velocidad de formacién de células

.?'X=ﬁ=,{.{-X
bk

M=yt
Ca

Ha=Haw gy

ron los datos experimentales obtenidos al modelo
descrito a continuacion:

X j ®

max

dc .
—% _VTO -VCO = K,a(C;, —Co )-do, X @

CS

Mg = Ha,

Velocidad de consumo de sustratos

rfl=d;" =—a, w,-X-m, X
r3=%=—as-#;-f—m,-f

Resultados y discusion

Influenciade lavelocidad de agitaciény del
flujodeaire porunidad devolumenenel K a

En la figura 1 se muestran las superficies de
respuesta obtenidas en laevaluacién de la influen-
cia de la velocidad de agitacion y el flujo de aire
por unidad de volumen en el K_a para los reacto-
res empleados.
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Fig. 1 Influenciade lavelocidad de agitacion (N)y del flujo de aire por unidad de volumen (Qg/V) en
el coeficiente de transferencia de oxigeno (K a) en el biorreactor de tres litros (a) y de 200 L (b).

El valor méaximo de K,a se observa para un
flujo de aire por unidad de volumende 1,5 vvmen
los dos biorreactores. En cuanto a la velocidad de
agitacion en el biorreactor de tres litros a partir de
N=12,5 s* (750 rpm) se observa una tendencia a
una meseta en la variable respuesta con valores
de K.,a superiores a 0,064 s* (225,5 h') Para
obtener este mismo valor en el biorreactor de 200
L se necesita unaagitacion de 10,31 s* (618 rpm).

Velocidad especifica de consumo de oxigeno

Las condiciones iniciales para la integracion de
las ecuaciones diferenciales fueron:to=0, X0 =43
gL'yo0=0,00328¢gL™. El coeficiente de correlacion
obtenido fue R?=0,97. Como pardmetros de ajuste
del modelo se obtuvieron los siguientes valores:

Hrax= 0,0756 h y g, = 0,01253 g g hr.

Partiendo de las condiciones de cultivo propues-
tas en el biorreactor de tres litros considerando que

el valor critico de concentracion de oxigeno paracel
crecimiento de Tsukamurella paurometabola C924
es de 25 % de la concentracion de oxigeno saturado,
entonces Co; =0,00175 g L. Por tanto la velocidad
de transferencia de oxigeno es:

VTO = K,a(C;, - C,, ) =1,1839 g L™ h

Con la velocidad especifica de consumo de
oxigeno obtenida por el método de modelacion del
proceso (q,2=0,01253 g g* h*) e igualando la velo-
cidad de consumo de oxigeno a la velocidad de
transferencia de oxigeno se obtiene que la mayor
concentracion celular sin limitacion de oxigenoenel
biorreactor de tres litros es X=94,5 g L™ de biomasa
seca. Este resultado nos indica que a partir de este
valor de concentracion de biomasa el oxigeno pasa
a ser el sustrato limitante.

De igual forma, con los mismos datos se obtu-
Vo que para lograr un crecimiento de 150 g L™* de
biomasa seca se necesita incrementar la presion
dentro del biorreactor a 1,5 bar.
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Validacionde los resultados en biorreactor
de 200 L

Los resultados obtenidos se validaron en
biorreactor de 200 L. Para ello se ajustaron los
datos experimentales a un modelo biauxico de

crecimiento, donde primeramente se consumen
los amino&cidos del extracto de levadura y poste-
riormente la sacarosa.

En la figura 2 se muestran los datos de la
cinética de crecimiento del microorganismo y el
ajuste del modelo biauxico.

40 50 &L

Ti@rmpa (h)

Fig.2 Determinaciones experimentales de las conce ntraciones de aminoicidos (#), sacarosa (&) y
hiomasa seca (m) en el Hempo en el hiorreactor de 200 L. Los valores obienides por el modelo se
representan con las lineas: = = = = = - concentracion de aminoédcidos, * — = — = - conceniracion de

sacarosa y - concentracion de biomasa seca.

Se puede apreciar que no existe limitacion en
el crecimiento celular hasta alcanzar el maximo

crecimiento. En la tabla 1 se muestran los
pardmetros de ajuste del modelo.

Tabla 1
Parametros de ajuste del modelo de crecimiento biauxico de Tsukamurella
paurometabola C-924 en aminoécidos y sacarosa en biorreactor de 200 L

FParametro Valor FParametro Valor
Ay, [hr!] 0,571 £ 0,004 %4 [gg!] 092+£011

’ 5702 + 0,36 162+ 0,04
.l L] S s, lgg'] eE
s [g 1] 21,39 £8,36 My [ggipl] | 0005600014
Kf,[gL'l] f,13 £ 0,39

Con las condiciones propuestas se obtuvo un
crecimiento méximo de 139 + 8 g L de biomasa
seca al final del cultivo sin observarse limitacion

por oxigeno. Resultados similares, s6lo se han
obtenido para procesos fermentativos con siste-
mas continuos o incrementados, pero en condicio-
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nes batch las mayores concentraciones celula-
res que se obtienen son por el orden de 10 a
50 g L* de biomasa seca /15/

Conclusiones

El estudio de la transferencia y el consumo de
oxigeno posibilitd establecer un cultivo de alta
densidad del microorganismo Tsukamurella
paurometabola C-924 sin limitaciones de este
sustrato empleando un sistema de cultivo batch.

Nomenclatura

K,a Coeficiente volumétrico de transferencia
de oxigeno (s?, h't)
N Velocidad angular del impelente (s, rpm)
U Velocidad especifica de crecimiento celular (h?)
X__ Concentracion celular maxima (g L™)
X Concentracién celular (g L)
u__ - Velocidad especifica de crecimiento maxi
mo (h?)
C, Concentracion de aminoacidos (g L)
C. Concentracion de sacarosa (g L™)
K Parametro cinético asociado al crecimiento en
sacarosa (g L)
K, Parametro cinético asociado al crecimiento en
aminoacidos (g L%)
K, Constante de inhibicion (g L™)
u, . Velocidad especifica de crecimiento maxi
mo en aminoacidos (h?)
.. Velocidad especifica de crecimiento maxi-
mo en sacarosa (h)
C,, Concentracion de oxigeno disuelto en el
medio en condiciones de saturacion (g L)
C,, Concentracion de oxigeno disuelto en el
medio de cultivo (g L)

a, Coeficiente de conversion de aminoacidos en
biomasa (g g*)

a, Coeficiente de conversion de sacarosa en
biomasa (g g*)

Q, Velocidad de flujo volumeétrico de aire (m3s?)

QgNL,vvm Flujo volumétrico de gas por unidad
de volumen de liquido (m3m-3s?)

m, Constante de mantenimiento celular en
aminoacidos (h?)

m, Constante de mantenimiento celular en saca

rosa (ht)

VTO Velocidad de transferencia de oxigeno
(g L™*h-1)

V Volumen de fermentacion (m?)

VCO Velocidad de consumo de oxigeno (g Lth?)

t Tiempo (h)

d,, Velocidad especificade consumo de oxige
no (g g*h)

K1, Velocidad especifica de crecimiento en
aminoacidos (h?)

u Velocidad especifica de crecimiento en saca

rosa (h?)
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