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PRESENTACIÓN.

PROLOGO

PRESENTACIÓN A LOS ALUMNOS

Después de conocer el apasionante mundo de la microbiología en donde nuestro trabajo es detectar el tipo y numero de moos presentes en nuestros alimentos, se que les será doblemente interesante el desarrollar paso a paso una fermentación. Es increíble observar como en tiempos relativamente cortos los moos hacen tan buen trabajo y más aún como tu puedes manipular y controlar la capacidad de un moo para obtener algún producto de  interés. 

Prepárate para  iniciar una experiencia más con el mundo microscópico, en la que tú como protagonista tendrás la oportunidad de rescatar a un grupo de moos presentes en tu medio ambiente, de prepararlos para que ellos desarrollen con mucho mejor rendimiento lo que ya saben hacer, pues con tu ayuda y cuidados  los estimularas a la elaboración de un producto de interés en menor tiempo y de mejor calidad.

En este manual encontraras la guía para desarrollar esta gran aventura, pero lo que hace que este manual y la teoría impartida por el profesor sea realmente importante es tu creatividad y desempeño en la materia. Recuerda que estamos trabajando con organismos vivos,  que aunque pequeñitos, te pueden dar grandes sorpresas en sus capacidades de crecimiento, y para controlar su crecimiento, debes conocerlo en su totalidad, para esto tu deberás identificar que es lo que le gusta a tu moo, para que al mantenerlo bajo esas condiciones el moo crezca rápidamente y haga lo que tu le induces, bajo las condiciones estudiadas. 

Durante la fermentación, te darás cuenta que ocurren cambios muy importantes con el sustrato, para entender estos cambios debes hacer la revisión de la ruta metabólica de la fermentación que realizas, pues en algunas fermentaciones puedes desviar estas rutas para que el sustrato se convierta en mayor número de moos (Producción de Biomasa) o para la producción de un metabolito (alcohol, ácidos Orgánico, aminoácidos, etc.).

Posiblemente en el desarrollo de tus practicas, tengas algún problema y detengas tu actividad, o tal ves no  obtengas los resultados esperados, no te preocupes y solo date tiempo para repetir este paso y lograr con gran éxito tu objetivo final. 

¡ ¡ ¡  Listo para nuestra gran aventura  ! ! !

Adelante

COMENTARIOS A LOS COMPAÑEROS CATEDRATICOS

La materia de Fermentaciones industriales en lo personal y con mi especialidad en Biotecnología, es una de las más interesantes de la carrera de los Tecnólogos en alimentos, ya que en esta materia son necesarios y se pueden expresar todos los conocimientos adquiridos por el estudiante en el desarrollo de su carrera, teniendo como herramientas básicas las materias de  microbiología, química de los alimentos, análisis de alimentos, química,   y lo más importante, el ingenio de nuestros alumnos, que  pues es ésta nuestra herramienta básica para el buen cumplimiento del objetivo de la materia.

Para el desarrollo de una fermentación estandarizada, ya existe toda una metodología a seguir, sin embargo mi experiencia de trabajo en grupos en los que todos realizan la misma practica a la par, hace que algunos pierdan el interés al desarrollar lo mismo que el compañero y terminan copiando los resultados del otro equipo. En base a esto y aunque es un trabajo arduo pero muy interesante, recomiendo formar equipos de 3 personas, para que  cada equipo trabaje con un tema diferente, debe uno leer tantos libros como sea posible para poder asesorar a cada uno de los equipos, a los que se debe dar el conocimiento básico general teórico y practico procurando señalar los puntos críticos para que ellos encuentren respuesta a sus interrogantes del proceso y logren el objetivo. Advierto que esta experiencia de trabajo puede resultarles pesada en el aspecto que como en varias ocasiones sucede, habrá equipos que no encuentren el inicio aun a mitad de cuatrimestre, pero es una virtud nuestra, el tomar de la mano a éstos alumnos que tienen dificultad en la materia y sacarlos adelante.   

Debido a lo extenso del proceso de fermentación, no es fácil encontrar un  procedimiento completo y detallado a seguir, tampoco es posible pedirle a los alumnos que aprendan a desarrollar todos los tipos de fermentaciones, sin un  entendimiento completo de lo que están haciendo, debido a esto mi propuesta para  el desarrollo de  practicas en esta materia, es ir dando seguimiento paso a paso de cómo se hace una fermentación, iniciando desde la ardua tarea de aislar a un microorganismo silvestre, preparar todo lo necesario para el control adecuado de la fermentación y finalmente la purificación del producto obtenido

Para poder controlar bien a los equipos de trabajo formados, recomiendo presentar en la  primera semana la teoría general, un ejemplo de un procedimiento completo les dará un panorama general de lo que ellos deben hacer, después de esto de a seleccionar sus temas y solicite que preparen un protocolo de su trabajo, exponiendo todo lo que en bibliografía puedan encontrar a cerca del desarrollo de  la fermentación antes del primer examen parcial pida esta presentación, ante todos los compañeros promoviendo la discusión del tema y analizando los parámetros de trabajo con diferentes microorganismos (Levaduras, bacterias, hongos etc.) y los parámetros importantes a considerar cuando se requiere trabajar para producir biomasa y para inducir a producción de metabolitos. Mientras se desarrolla la investigación, asesórelos sobre la obtención de la cepa pura y conservación del moo.

En el segundo periodo inicie el diseño del fermentador y el trabajo de caracterización del moo a nivel matraz. De igual manera antes de terminar el segundo parcial de una sesión teórica para que se expongan los resultados obtenidos y la manera en la que deben desarrollar la refinación del producto, siguiendo la dinámica del primer periodo.

Para el tercer periodo los alumnos ya podrán desarrollar sus trabajos en el  fermentador que diseñaron,  y realizar sus cinéticas de fermentación siguiendo las curvas de consumo de sustrato, obtención de producto, incremento de biomasa y células viables, al final de cada fermentación pídales que inicien con la refinación del producto, antes de que se llegue el fin de cuatrimestre pida la presentación general desde antecedentes, metodología y resultados obtenidos, las dos presentaciones anteriores son la base para lograr esta tercera presentación. 

Se sorprenderá del entusiasmo de los alumnos para preparar su presentación y al sentirse capaces de poder desarrollar cualquier tipo de fermentación, sobretodo le enorgullecerá cuando platiquen de la buena experiencia del proyecto desarrollado paso a paso en la materia. 

Espero le parezca bien la propuesta y si desea realizar algún comentario, por favor  contácteme: 

Ing. Rosa Isela Ortiz Basurto  riobasurt@hotmail.com o riobasurt@excite.com
Universidad Tecnológica de  Tecamachalco,  Puebla. 

Tel: 01 492 422 19 35 ext 120  Fax: Ext 103

SEGURIDAD    EN      EL    LABORATORIO

Los accidentes en el laboratorio no simplemente suceden, son causados por el descuido y la ignorancia, piensa siempre que lo primordial es tu integridad personal y la de los demás ¡CUÍDATE!
SEGURIDAD PERSONAL

a) Utiliza siempre una bata blanca y los accesorios necesarios para tu seguridad (guantes, cubrebocas, gogles, etc.).

b) Evita  el pelo suelto, la ropa suelta y el uso de alhajas, trata de utilizar en lo posible un calzado  adecuado cerrado y de tacón bajo, no ingieras alimentos, ni fumes dentro del laboratorio.

c) Al realizar tus prácticas pon toda tu atención en la tarea que estas realizando, evitando totalmente el descuido, el juego y la irresponsabilidad.

d) Antes de empezar tu trabajo lee cuidadosamente tu práctica, decide quien va a realizar cada parte del trabajo y dispón de todo el material necesario para evitar interrupciones y la consiguiente perdida de tiempo, evita en lo posible trabajar sólo.

e) Mantén tu lugar de trabajo limpio  y ordenado, coloca tus cosas (libros, chamarras, mochilas, etc.) en el lugar destinado para ello.

f) Evita derramar líquidos en el piso, si esto sucede limpia inmediatamente, no obstruyas con objetos los pasillos, corredores y puertas.

REACTIVOS

a) Todas las sustancias que se manejan en un laboratorio son potencialmente peligrosas, antes de utilizarlas lee detenidamente las etiquetas (es flamable, tóxico, corrosivo, etc.) evita accidentes manejándolas con cautela.

b) Todas aquellas operaciones que requieran el manejo de líquidos que desprendan vapores corrosivos o tóxicos (benceno, acetona, cloroformo, piridina, etc.) realízalas en la campana de humos, evitando en lo posible los recipientes que los contengan bien tapados.

c) Numerosas sustancias son corrosivas y se absorben fácilmente por la piel produciendo intoxicaciones o dermatitis (bromo, ácidos, nitrobenceno, yodo, etc.) por lo que debes de manejarlas con guantes, evitando el contacto directo y las salpicaduras.

d) Al calentar o destilar líquidos volátiles e inflamables hazlo siempre sobre baño de agua en una campana de humos, por ningún motivo manejes solventes cerca de flamas o enciendas cerillos.

e) En caso de incendiarse un líquido hay que procurar cubrir el recipiente con un vidrio de reloj o un vaso de precipitado, cierra las llaves de gas, evita la diseminación del fuego y conserva la serenidad.

f) Nunca dirijas un tubo de ensaye o la boca de un matraz con líquidos en ebullición o sustancias reaccionando, hacia el rostro de otra persona o así mismo.

g) Manteen siempre bien identificado el contenido de los recipientes, auxiliándote con etiquetas; si no estas seguro del contenido de un frasco no lo utilices y deséchalo.

APARATOS

a) Al ocupar algún  aparato, lee primero detenidamente el manual de operación.

b) Evita totalmente manejar o poner reactivos sobre los aparatos o cerca de ellos.

c) Nunca dejes ningún aparato trabajando sin vigilancia, al terminar de utilizarlo apágalo y desconéctalo, para evitar que una descarga eléctrica lo dañe.

d) Cuando no uses el mechero apágalo, pues además del  derroche de gas alguien puede descuidarse  y quemarse o dejarlo prendido con la consiguiente posibilidad de incendio. Verifica al terminar tu trabajo que todas las muflas, parrillas, hornos, se encuentren apagadas.

e) Todo el material y  equipo es para beneficio de todos, ningún cuidado que tú le des estará de más, ten en cuenta que son equipos costosos y no será fácil reponerlos.

Notifica al profesor o al encargado del laboratorio de cualquier accidente que suceda o de cualquier falla en los equipos.

Cualquier sugerencia que tengas para la seguridad de nuestro laboratorio, comunícala a tu profesor.

RECUERDA LO PRINCIPAL ES TU SEGURIDAD PERSONAL.

¡   CUIDATE   !
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PRÁCTICA No. 1
AISLAMIENTO DE UN  CULTIVO PURO

OBJETIVO:

Aislar un   microorganismos silvestres  para el desarrollo del proyecto de fermentación, con el que se trabajará durante todo el cuatrimestre.  

INTRODUCCIÒN:

Como todos los seres vivos los microorganismos crecen, se reproducen y segregan algunos compuestos bioquímicos de importancia para el hombre. Estas son las características en que se ha basado la utilización de los moos como productores de fermentación, la que de una manera esquemática podemos representar así:
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Moos + Nutrientes + Condiciones ambientales                               Productos 

Debe indicarse que en la gran mayoría de las fermentaciones se emplean cultivos puros (o sea el uso de una cepa  de una especie dada de moos y se evita la contaminación microbiana proveniente de fuentes externas) y sólo en casos muy particulares se usan dos o mas especies (denominado cultivo mixto) y en condiciones sépticas; tal es el caso del yoghurt, algunos quesos y el tratamiento de aguas por procedimientos biológicos. 

En varios países existen amplias colecciones de moos, que pueden obtenerse para desarrollo de una fermentación con un microorganismo cuyas características y condiciones son conocidas, para efectuar, por ejemplo, estudios de utilización de diversos tipos de sustrato o parar hacer experimentos cinéticos.  Pero no debe olvidarse que en la naturaleza existen miles de especies que aún no han sido exploradas ni en cultivo puro ni mixto, y es muy probable que, por ser resultado de la selección natural, tenga características genéticas superiores a algunas de las especies utilizadas o produzcan compuestos bioquímicos de valor e importancia superiores.

MARCO TEÓRICO:

Los microorganismos utilizados en procesos industriales  se han obtenido generalmente, aislándolos del medio ambiente mediante diferentes técnicas. La técnica de aislamiento por cultivo de enriquecimiento (se inicia la fermentación con un cultivo mixto en un medio especial en el cual sólo sobreviven los microorganismos que se adaptan mejor; con los sobrevivientes se inicia otra fermentación en el mismo medio y así se continua hasta que se obtiene un cultivo puro o un cultivo mixto capaz de crecer óptimamente en condiciones especificas) variando temperatura, pH, concentración de sustratos, etc., rindiendo resultados satisfactorios, en la obtención de un cultivo puro.  A nivel industrial una vez aislado el microorganismo es sometido a  procedimientos de mejoramiento y selección genética hasta obtenerse una cepa altamente productora, estable y cuyos requerimientos nutricionales son conocidos, en base a la experimentación con la cepa pura.
CONSIDERACIONES PARA SELECCIONAR LA FUENTE DE CARBONO:

Los moos heterótrofos obtienen adicionalmente a la energía, el carbono para su estructura celular a partir de sustratos orgánicos. Este aspecto es fundamental, pues la fuente de carbono puede llegar a constituir el factor más importante de los costos de producción. Así, una decisión importante será siempre la selección de la fuente de carbono y su eficiente utilización por el moo, debiendo minimizarse las perdidas y su excesivo consumo para energía de mantenimiento. La glucosa, sacarosa, melazas, lactosa (de suero de leche), etc., son las fuentes de carbono más empleadas y su selección resulta de un compromiso entre costos y cinética del proceso. En ocasiones pueden emplearse fuentes de carbono más complejas: almidón, celulosa, hemicelulosa; o bien menos convencionales: alcoholes, parafinas, ácidos orgánicos, metano, etc. ; todo esto siempre y cuando el proceso no requiera de una fuente de carbono específica (proceso de inducción)

DESARROLLO DE LA PRACTICA

En la naturaleza existen millones de microorganismos, que han encontrado sus medios naturales específicos en donde se alojan para sobrevivir, por lo que si deseamos trabajar con un moo especifico debemos investigar que tipo de sustrato prefiere, los lactobacillos buscan sustratos ricos en lactosa y los encontramos en leche y sus derivados principalmente, las levaduras que las podemos aislar fácilmente de la cáscara de piña, de agua de frutas fermentando, tepache,  pulque, etc. Debido a esto cuanto quieras aislar un moo silvestre búscalo en donde exista un sustrato especifico para si crecimiento y la selección de la cepa la puedes lograr al resembrar en este medio estéril, en estado líquido o adicionando agar base para obtener un medio sólido.

En el caso de trabajar con levaduras es muy interesante el comparar la capacidad de producción de alcohol, de una cepa reactivada de la levadura de pan y de la cepa obtenida del pulque, mezcal, o simplemente del tepache de piña. 

Para el estudio de las características y propiedades de una especie particular de moos, es necesario obtener al microorganismo especifico de interés aislado de otros microorganismos, es decir, en cultivo puro. Para lograrlo se utilizan alguno de los métodos siguientes: Siembra en estrías, siembra por difusión, dilusión seriada, cultivos por enriquecimiento  o  aislamiento de una célula.

MATERIAL, REACTIVOS Y EQUIPO:
1.- Cajas de petri con agar nutritivo o medio natural

2.- Pipetas estériles

3.-Tubos de ensayo con agar nutritivo inclinado

4.- Varillas de  vidrio dobladas

5.-Muestra hospedera del Microorganismo. 

METODO: 

Lee atentamente la practica, realiza tu diagrama de procedimientos y en la primera sesión prepara todos los medios a utilizar para el desarrollo de la practica y después de esterilizar manténlos en el refrigerador para utilizarlos cuando se requieren sin tener que invertir más de 10 min. para la resiembra de tu moo, las veces que sea necesario. Gracias.

1.- Obtén la muestra del microorganismo especifico silvestre

2.- Para enriquecer el número de moos presente:  Prepara tu medio natural estéril enriquecido con caldo nutritivo y siembra 3 tubos de 10ml con 2 asadas cada uno. Si tienes diferentes muestras prepara mínimo 2 tubos para enriquecer el crecimiento de moos. Incuba a 37°C/ 24 a 48hrs según se observe el crecimiento (Turbidez) en el tubo. 

3.- Realiza tus observaciones al microscopio  del caldo después del crecimiento, para identificar la flora que comparte el habitad con el moo de tu interés. Por medio de las tinciones aprendidas en el curso de microbiología  identifica las características del moo de tu interés.  Si tu moo se encuentra presente en  el tubo continua al paso 3, de lo contrario necesitas buscar en otra muestra y repetir  este pasa o irte directamente con la siembra de la nueva muestra  al paso 3. Coméntalo con tu profesor.

3.- Prepara 1 caja petri con el medio de cultivo natural y agar base por cada tubo sembrado. Realiza una siembra en superficie de 0.1 ml del medio del tubo (Extensión con varilla o perlas de vidrio)B,C. Incuba a 37 °C por 24 – 48 hrs. Según se observe el crecimiento

4.- Ahora ya tienes tanto la cepa de tu interés como algún otro microorganismo, debes observar el tipo de  crecimiento de cada colonia y  hacer frotis de al menos 2 de las colonias que presentes características similares para que identifiques la del moo de tu interés.

5.- Una ves identificada la cepa  a utilizar, siembra nuevamente en una caja petri 4 colonias similares a la de tu interés una por cada cuadrante, esterilizando el asa antes de tomar cada colonia. Incubar por 24 – 48 hrs. 

6.- Observa las características de las estrías, es importante observar que el crecimiento de la estría sea uniforme en apariencia, para corroborarlo, realiza tinción de las zonas que te parezcan diferentes.  Si obtuviste estrías con crecimiento uniforme del moo que te interesa FELICIDADES “ ya tienes tu cultivo puro”, de no ser así  debes resembrar estrías de la colonia que te interesa.

A).- SIEMBRA EN ESTRIAS:

1.- Con un asa bacteriológica estéril extraer una gota de la muestra 

3.- Depositar en una caja de petri.

4.- Esterilizar el asa bacteriológica.

5.- Hacer una estría en un cuadrante de la caja.

6.- Esterilizar el asa bacteriológica.

7.- Repetir la operación de estría en forma paralela a la anterior.

8.-Esterilizar el asa bacteriológica.

9.- Inocular la caja de petri en posición invertida por 48 horas. 

B).-SIEMBRA CON VARILLA DE VIDRIO

1.- Con una pipeta estéril recoger muestra.

2.-Depositar en una caja con agar nutritivo 0.1mI de muestra.

3.- Con la varilla  de vidrio estéril extender 0.1mI de muestra.

4.-Esterilizar la varilla.

5.- Incubar la de petri por 48 horas. Hacer sus observaciones.

C).-SIEMBRA CON VARILLA DE VIDRIO

1.- Con una pipeta estéril recoger muestra.

2.-Depositar en una caja con agar nutritivo 0.1mI de muestra.

3.- Verter de 7 a 10 perlas de vidrio estériles  y hacer movimiento rotacional  de 30-60 seg. Sobre la superficie para distribuir adecuadamente la muestra. 

4.-Vierte las perlas de vidrio en un vaso con alcohol, para lavar y esterilizar nuevamente

5.- Incubar la de petri por 48 horas. Hacer sus observaciones.

RESULTADOS:

Las colonias que crecen en agar pueden presentar las siguientes formas: punteada, circular, filamentosa, irregular, rizoide o fusiforme; la elevación puede ser: plana, elevada, convexa, curvada, umblicoide; el borde puede ser: liso, ondulado, desgastado, filamento o estriado

PRECAUCIONES:

1.- Hay error cualquiera de las técnicas cuando se esta trabajando en condiciones no estériles.

2.-No debe interpretar sus resultados antes del  periodo de incubación.

CUESTIONARIO: 

1.- Realiza una lista de las sustancias que se producen por fermentación en el país y las que se importan.

2.-Defina que es una colonia bacteriana.

3.- ¿ Cuál es la diferencia entre aislamiento y selección microbiana?

4.- ¿Cuales son las características del moo que buscas?

5.- ¡Cuales son los moos que comparten el habitad con tu moo.

REFERENCIAS.

Universidad Nacional Autónoma de México 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes. Manual de trabajo.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26.

Quintero-Ramírez Rodolfo 1981. Ingeniería bioquímica Teoría y aplicaciones . Editorial Alhambra Mexicana.

Bourgeois C. M., Mescle J.F., Zucca J. 1988.  Microbiología Alimentaria tomos 1 y 2. Editorial Acribia, S.A.

López-Munguía C. A. 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes.  Crecimiento microbiano y cinética de fermentaciones. Memorias del curso.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26
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PRÁCTICA No. 2
CONSERVACIÓN DE UN  CULTIVO PURO

OBJETIVO:

El alumno seleccionara entre los métodos expuestos, los que pueda aplicar el cultivo puro obtenido para su conservación a corto y largo plazo.

INTRODUCCIÒN:

Para tener crecimiento microbiano, desde el punto de vista de la fermentación, es necesario que se cumplan varios requisitos tanto de tipo biológico como fisicoquímico. En primer lugar es necesario tener un cultivo en condiciones adecuadas, es decir, células en estado vegetativo o esporas susceptibles de reproducirse. Para ello es menester conservar adecuadamente las cepas en el laboratorio y es recomendable que cada 3 o 4 meses  las cepas almacenadas sean transferidas a nuevos medios. 

El mantenimiento de  un microorganismo es una labor tediosa porque los cultivos deben resembrarse a intervalos regulares para evitar la desecación. Los medios y condiciones de cultivo para este fin se establece de manera que se aseguran la máxima supervivencia de los organismos.

MATERIAL:

1.-Cultivo de microorganismos aislados en caja petri.

2.-Tubos con agua estéril 1mi.

3.-Tubos de ensayo con agar inclinado.

4.-Portaobjetos

5.-Asa bacteriológica.

METODOLOGÍA

Conservación en refrigeración

1).- De una caja en la que se aisló bacterias recoger una asada de una colonia aislada.

2).- Hacer una suspensión de la muestra en agua estéril

3).- Sembrar por estría en 4 tubos de ensaye que contengan agar selectivo inclinado.

4).- Incubar 24 horas a 37`C 

5).- Mantener el cultivo en refrigeración.

6).- Hacer una tinción de Gram a partir de la suspensión microbiana en el agua estéril, para asegurar que todos los microorganismos sembrados tienen las mismas características. El moo se debe resembrar cada mes.

Algunas cepas de lactobacillus se conservan en estado líquido con leche en polvo reconstituida, después de la inoculación e incubación a 30°C durante 16 - 18 horas o a 42°C durante 3 – 4 horas  se conserva a una temperatura inferior  de 10°C.

 Conservación en congelación:

Para aplicar esta técnica se debe seguir el procedimiento de conservación en refrigeración hasta el paso 4, posteriormente se llena el tubo de ensaye con un agente crioprotector (glicerol) de tal forma que cubra la estría de crecimiento del moo, esto evitara que los moos mueran con la formación de cristales al meterlos a congelación lenta, en el congelador, de esta forma se puede conservar por varios meses un cultivo a –40 °C o con nitrógeno líquido a –196°C.

Conservación por liofilización:

La preparación del cultivo se debe realizar según las características del moos, para someter el moo a liofilización es necesario adicionar un agente protector como leche desnatada y lactosa.

Liofilización en la Liofilizadora LABCON:

1. Encender el equipo 15 min. Antes de liofilizar

a) Prender el refrigerador, esperar a que baje la temperatura aproximadamente a –75 °C

b) Prender la bomba de vacío

c) Oprimir el botón que nos indica que el equipo esta realizando vacío

2. Colocar la cepa en un frasco limpio y previamente pesado

3. Congelar la muestra en un recipiente que contenga hielo seco tratando de que la muestra quede en las paredes del frasco, evitando que la cepa quede en el fondo del mismo.

4. Conectar el frasco a una válvula, que se encuentra en posición  vent (cerrado) y girarla a  la posición vac (abierto).

5. Dejar el frasco o los frascos durante toda la noche

6. Al otro día para retirar el frasco se gira la válvula a posición vent (cerrado), lentamente.

7. Se desprende el frasco, se pesa y se procede a recuperar la muestra en un recipiente limpio y seco, el frasco se cierra herméticamente.

RESULTADO:

1.- El crecimiento en el tubo con agar inclinado debe ser uniforme y se reporta como: filiforme, espinoso, granulosa, punteada, arborescente o rizoide.

2.- Identifica por medio de la tinción de Gram si todos los microorganismos inoculados son de la misma morfología.

PRECAUCIONES:

1.- Se debe recoger la muestra de una sola colonia para asegurar que el cultivo es puro.

2.- Trabajar todo el tiempo en condiciones de  esterilidad.

3.- Se debe etiquetar perfectamente todo el material con los siguientes datos: Equipo, medio utilizado, fecha de siembra.

4.- Siembre se recomienda conservar la cepa pura por dos técnicas y conservarlas en diferentes lugares para evitar la perdida total de  la cepa en caso de que el equipo que contenga las cepas (Refrigerador, congelador, etc.) sufra algún desperfecto.

CUESRTIONARIO:

1.- Defina que es un cultivo puro.

2.- Como puede estar seguro de que su cultivo esta puro.

3.- Que  otro tipo de técnicas puede utilizar para el mantenimiento de cultivos puros.

4.- Hacer una lista de los lugares, en el país , donde se pueden obtener  cepas para fermentación. Especificando el número y las cepas disponibles.

5.- Lista las principales diferencias entre los organismos eucariotes y procariotes, considerando su posible uso en fermentación. Mencionar algunos ejemplos de cada uno.

REFERENCIAS.

Universidad Nacional Autónoma de México 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes. Manual de trabajo.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26.

Quintero-Ramírez Rodolfo 1981. Ingeniería bioquímica Teoría y aplicaciones . Editorial Alhambra Mexicana.

Bourgeois C. M., Mescle J.F., Zucca J. 1988.  Microbiología Alimentaria tomos 1 y 2. Editorial Acribia, S.A.

López-Munguía C. A. 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes.  Crecimiento microbiano y cinética de fermentaciones. Memorias del curso.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26
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PRÁCTICA No. 3
DISEÑO DE UN FERMENTADOR CON MATERIAL DE RECICLAJE

OBJETIVO:

Construir un reactor con material de reciclaje que permita el desarrollo de fermentaciones controladas con volúmenes entre 2 a 20 litros.

INTRODUCCION:

Todo fermentador debe cumplir con dos requisitos fundamentales: mantener un medio homogéneo sin zonas “muertas”  y a la vez transferir oxígeno al medio empleando el mínimo de energía posible.

Cuando se inicia el diseño de un fermentador de cualquier escala, se deben considerar los siguientes aspectos:

a) mezclado y patrones de flujo

b) configuración geométrica y tipo de reactor 

c) Transferencia de oxígeno

d) Consumo de energía

 Cada uno de estos aspectos debe estar enmarcado
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Dentro de las especificaciones del equipo disponible. Por ejemplo, los tanques agitadores de más de 10,000 litros no tienen, por lo general, un control de la velocidad de agitación, sino que ésta es fija y depende del tamaño de motor que se use. Otro ejemplo digno de mención se refiere al tipo de impulsor; deberá procurarse que todos los fermentadores tengan impulsores del mismo tipo y tamaño, para no tener que hacer un fuerte gasto en equipo de reserva y en mantenimiento.

MARCO TEORICO:

Tipo de Impulsores:  

El impulsor de flujo axial genera corrientes de flujo paralelo al eje de la flecha que gira (movimiento longitudinal)

El impulsor de flujo radial, tipo turbina, que genera corrientes de flujo radial o tangencial (movimiento transversal y de rotación). 

Este tipo es preferible por  que asegura un mejor mezclado y mejor distribución de las partículas  de Oxígeno.

Tanque sin bafles  
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Mal mezclado, con perdida de producto y desperdicio de energía y espacio.
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Tanque con bafles
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Tanque fermentador con cuatro bafles, lo que permite un mezclado eficiente.
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Configuración Geométrica:

La geometría de los fermentadores de tipo tanque agitado se ha estandarizado; En la siguiente figura se presentan los valores más comunes y en función de ellos se efectúa el diseño y el escalamiento de los fermentadores. 
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La relación entre la altura del líquido y el diámetro del tanque es igual a 1, aunque exteriormente el tanque parezca más alto, pues sólo se utiliza de 75 a 60% de su volumen total. 
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SISTEMAS PARA EL CONTROL DE TEMPERATURA

Los siguientes sistemas son los más comunes

Para mantener una temperatura controlada

a) Camisa o chaqueta: Se realiza el calentamiento

En el exterior de la jarra tipo baño maría.

b) Serpentín : El calentamiento con este sistema se 

Puede realizar de dos formas:

1. Recirculación de agua  o vapor en el interior

2. Con la ayuda de una resistencia (Laboratorio)

Material:

· 1 recipiente de vidrio o material inerte entre 2 a 20 litros (Los frascos de mayonesa grandes o garrafones de agua pueden servirte como jarra del fermentador)

· 1 motor de licuadora, ventilador, lavadora etc, de segundo uso

· 1 Bomba de pecera

· 1 resistencia para control de temperatura (Hay algunas de peceras) o frascos de vidrio en los que se pueda introducir un foco, baño de agua o mantilla de calentamiento

· Cable con clavija

· Silicona

· 2 segmentos de madera o plástico o acero inoxidable para diseñar los bafles y el agitador.

METODOLOGÍA:

En esta parte es muy importante explotar la imaginación para poder mejorar el diseño que te muestra el dibujo, ya sabemos la función de cada uno de los componentes pero tu puedes mejorar el diseño y acabado para obtener un fermentador aun más funcional de lo que ahora te imaginas “listo”

1. Debes ensamblar cada uno de los accesorios a la jarra de fermentación, considerando las  siguientes recomendaciones para lograr un mejor resultado.

2. Los utensilios a utilizar dependen del tamaño de la jara de fermentación, y debes recortarlos al tamaño proporcional que te marca el esquema del tanque agitado.

3. Existen algunas soldaduras que son inertes y resisten las altas temperaturas, será muy adecuado utilizarla para poder ensamblar los accesorios del fermentador.

4. Para la toma de muestra te recomiendo hacer un sifón con la manguera que se utiliza para aplicar el suero en las clínicas u hospitales, succionando con una aguja. 

5. La aereación se recomienda con una bomba de pecera, pero si tienes en tu laboratorio aire en las mesas de trabajo, solicita un medidor de aire para que tengas mucho más control de la cantidad que requieren tus moos. Recuerda que si la salida tiene  pequeñas perforaciones uniformes, tendremos salida de mayor cantidad de burbujas y aun mejor si estas burbujas sales debajo del agitador, se tendrá una mejor dispersión.

6. Para  el control de temperatura se pueden utilizar diversas técnicas:

a) Meter tu fermentador en un baño de agua a la temperatura que requieres controlar la fermentación

b) Calentar con una resistencia la cual puede encontrarse dentro de un tubo de cristal (tal es el caso de las resistencias de las peceras)

c) Introduciendo un tubo con recirculación de agua caliente o fría.

d) Una idea muy buena que ha surgido de tus compañeros  es  ensamblar 2 frascos en un fermentador que tiene como jarra un garrafón de agua  e introducir en ellos unos focos, los cuales al calentarse transfieren calor a los frascos y estos a su vez al medio, y se han obtenido buenos resultados con este sistema, además que te permite observar el tipo de flujo que hay dentro de tu fermentador.

7. Si tu recipiente utilizado como jarra de fermentación  es plástico,  no puedes esterilizarlo, aplica una desinfección y vierte tu medio estéril aun caliente para evitar problemas de contaminación.

8. Para lograr un sistema cerrado y estéril debes buscar una buena tapa a tu reactor sobre la que deben encontrarse los orificios para 

a)  La flecha del motor que sostiene el agitador

b) La salida de gases o Venteo

c) El termómetro

d) Manguera o sifón para toma de muestra

e) Manguera para la entrada de oxigeno

f) Orificio especial para adición de cualquier sustancia o solución para el control de la fermentación

 A continuación te muestro algunos de los diseños que han realizado tus compañeros:

NOTA IMPORTANTE

Bajo ningún motivo, debes quitar un accesorio a uno de los equipos de laboratorio prefabricado exclusivamente para ese sistema, pues debes considerar los riesgos de trabajo o perdida de estos accesorios y tendrás a tu cuanta una deuda muy grande. Todo es posible encontrar solo necesitas invertir un poco de tiempo para buscarlo. 

RESULTADOS

Presenta a tu profesor, el diseño de tu equipo, trabajando con agua de la llave y explica el funcionamiento de cada uno de los accesorios que instalaste en tu diseño.

CUESTIONARIO

1. Busca en la literatura el diagrama de flujo para la manufactura de los siguientes productos: Alcohol etílico, ácido cítrico, penicilina y alfa amilasa.

REFERENCIAS

Quintero-Ramírez Rodolfo 1981. Ingeniería bioquímica Teoría y aplicaciones . Editorial Alhambra Mexicana 

Universidad Nacional Autónoma de México 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes. Manual de trabajo.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26.

Bourgeois C. M., Mescle J.F., Zucca J. 1988.  Microbiología Alimentaria tomos 1 y 2. Editorial Acribia, S.A.

López-Munguía C. A. 2001 .  IX Curso-Taller de Bioprocesos y Microorganismos Recombinantes.  Crecimiento microbiano y cinética de fermentaciones. Memorias del curso.  Cuernavaca, Morelos México.  Mayo 20-26
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PRÁCTICA No. 4
SEGUIMIENTO DEL CRECIMIENTO CÉLULAR

Y RENDIMIENTO DE LA FERMENTACIÓN  A NIVEL LABORATORIO

OBJETIVO

Estandarizar las técnicas de control de la fermentación , que nos permitan dar seguimiento al crecimiento celular, cambios en el proceso y obtención de producto.

INTRODUCCIÓN:

En una fermentación, los nutrientes químicos adicionados al medio de cultivo son transformados en biomasa (término usado para definir a la masa de moos) y productos del metabolismo. Esta bioconversión, puede ser cuantificada por un “rendimiento”, siendo los más útiles los que representan la transformación del sustrato principal (generalmente la fuente de carbono, designada como “S”) en biomasa y producto, aunque pueden plantearse y calcularse rendimientos para cualquier elemento del medio de fermentación

MARCO TEORICO:

Concentración celular:

La determinación de la concentración celular, x, se hace de diversas maneras, dependiendo de las características físicas de los moos, principalmente su tamaño
Los métodos más empleados para medir el crecimiento microbiano son:

1.- Evaluación del número de células

a) Hematocímetro; Utilizando la cámara Neubawer

b) Cuenta viable

c) Cultivo en portaobjetos. (solo los moos que crecen lentamente)

d) Culter Counter

2.- Evaluación de la masa celular

a) Métodos Directos

· Peso seco; Se aplica cuando todos los componentes del medio son solubles y sólo la biomasa es insoluble.

· Turbidimetría; Consiste en la determinación a cierta longitud de onda de la concentración de biomasa, utilizando algunos estándares se puede determinar los g/l de biomasa.

B) Métodos indirectos (Estequiometría); Esta técnica se aplica generalmente para cultivo de moos en medios sólidos o para moos complejos como son los hongos.

· Componentes celulares (Proteína, ATP, ADN, RNA)

· Consumo de sustrato    (minerales)

· Formación de producto (CO2, etanol, ac. Láctico)

· Balance de calor

· Volumen celular empacado (sólidos suspendidos)

El crecimiento celular se determina midiendo el número de células o la masa celular.  El número de células se puede medir en organismos unicelulares (bacterias, levaduras) utilizando un microscopio; se considera que es éste un método barato y rápido, para ciertos tamaños de células pero con la desventaja de que no se obtiene información acerca del estado de las células (vivas o muertas). Otro procedimiento es “platear” o sea colocar un volumen pequeño del cultivo en una caja Petri con agar (medio nutriente) e incubarlo a una determinada temperatura durante un tiempo fijo; el resultado, que es el número total de células vivas se obtiene contando el número de colonias y multiplicando por la dilución que se haya hecho.  

El método más empleado para medir el crecimiento en bacterias y levaduras es por nefelometría (dispersión de la luz) o mediante un medidor Coulter-counter, ambos métodos dan buenos resultados y permiten trabajar con soluciones diluidas.

Para moos micelares la masa celular se determina midiendo el peso seco. La técnica es la siguiente: 

1.- Se centrifuga o filtra en papel millipore la muestra,

2.- se lava ésta cuidadosamente con agua o buffer y se pone a secar a 105°C y al vacío, de 6 a 18 hrs.  Hasta alcanzar peso constante.

3.- Se realiza el calculo para reportar el resultado en %

Otro método consiste en centrifugar la muestra en condiciones fijas de tiempo y revoluciones por minuto y en medir el volumen del sólido; esta es una técnica de uso y practica industrial.

Rendimiento de biomasa: Y x/s

                  g de células producidas  (X)

Y x/s  =    ----------------------------------------                                 Ec. 1

                 g de sustrato consumido  (S)

Rendimiento de Producto: Y P/S
                 g de Producto sintetizado  (P)

Y P/s  =    ----------------------------------------                               Ec. 2

                 g de sustrato consumido  (S)

Existe cierta confusión en la cuantificación del termino que corresponde al consumo de sustrato (S) por lo que es conveniente aclarar que ciertos autores emplean el sustrato total consumido al calcular estos rendimientos (rendimiento global “R”), mientras que otros emplean únicamente el sustrato consumido en forma específica para formar células o bien para formar producto Ec. 1 y 2

En la fermentación alcohólica a partir de glucosa, por ejemplo, es posible determinar estequiométricamente la cantidad teórica de alcohol que puede formarse: Y P/s, dado que:

                          1-C6H12O6                       2 - C2H5OH  +  2 - CO2

de esta reacción puede calcularse muy fácilmente que 1 Kg de glucosa da lugar a 0.5 g de etanol, por lo que el Y P/s teórico resulta ser de 0.5 g de alcohol/g de glucosa. Otros casos particulares de producción son el ácido cítrico, el glucónico, el metano, el ac. Láctico, etc.

METODOLOGÍA

Para el desarrollo de la practica debes consultar con el técnico de laboratorio, cuales son las técnicas posibles de desarrollar en tu laboratorio y tus apuntes de análisis de alimentos te ayudaran a recordar el uso de algunos equipo. Debes buscar la técnica más adecuada para cuantificar

a) Incremento de  Biomasa  

b) Formación de producto

c) Consumo de sustrato

Existen varias técnicas solo se te sugiere buscar la más rápida y que utilice menos muestra, pues recuerda que debes desarrollar varios muestreos durante tu fermentación.  A continuación tienes la metodología para desarrollar la técnica de plateo, que te permitirá determinar el número de células viable al momento del muestreo.

1.- Realizar la toma de muestra en condiciones de esterilidad

2.- Realizar las diluciones en tubos de ensaye previamente preparados que contengan 9 ml de agua peptonada o sol. Diluyente de fosfatos (ver manual de microbiología)

3.- Realizar la siembra en superficie sobre agar nutritivo o un agar especifico en caso de que tu moo lo tenga. Extensión con varilla o perlas de vidrio.

4.- Incubar a 37 °C (dependiendo de tu moo) durante 24 horas para hacer el conteo de las colonias presentes

5.- Para reportar el resultado, recuerda tomar en cuenta la dilución y la cantidad de muestra sembrada en cada caja.

Nota: 

Posiblemente al inicio no sea necesario realizar diluciones pero después de 3 horas si deben empezar a realizarse.

Recuerda que se deben sembrar siempre 3 diluciones para evitar alguna perdida de los resultados, al no poder contar en la dilución única preparada.


RESULTADOS

Reporta el número de colonias presente  en una tabla, juntando los resultados con los de Formación del producto, consumos de sustrato, incremento de sólidos y algún otro considerado, de acuerdo a la siguiente tabla:

Tiempo

horas
Sólidos

%
Consumo de sustrato
Formación de producto
# Células viables
pH

0






2






4






6






12






24






36






48






De estos resultados tomar los datos para sacar el rendimiento de consumo de sustrato y formación de producto.

Finalmente gráfica tus resultados para observar la relación entre cada uno de los parámetros medidos con respecto al tiempo.
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PRÁCTICA No. 5
DETERMINACIÓN DE LOS VALORES OPTIMOS DE  CRECIMIENTO DEL MICROORGANISMO
OBJETIVO:

Evaluar e identificar cuales son los puntos óptimos para la realización de una fermentación con el moo aislado, que nos permita un buen rendimiento de fermentación.

INTRODUCCIÓN: 

La caracterización de todo proceso fermentativo en el que moos consumen materias primas de un medio de cultivo, para reproducirse y formar productos, requiere del conocimiento primeramente de la estequiometría del proceso: de la relación de materias primas y energía involucrados y de los rendimientos del proceso de transformación. En segundo lugar, es necesario determinar la velocidad del proceso: crecimiento de células, consumo de sustratos, síntesis de productos, generación de calor, etc., de tal forma que sea posible definir el diseño de un equipo de fermentación para una cierta producción. En este trabajo se analizan, en forma general, ambos aspectos de los procesos fermentativos.

Para que un moo se desarrolle, requiere de un medio de cultivo adecuado que sustente sus  requerimientos nutricionales. Adicionalmente deberán existir las condiciones fisicoquímicas adecuadas para su reproducción: Temperatura, pH, Fuerza iónica, Potencial redox; etc. 

MARCO TEÓRICO:

FUENTE DE OXÍGENO: 

El oxigeno merece mención especial pues su ausencia o abundancia permite una selección tanto de moos como de productos del metabolismo. Si la fermentación es anaeróbica, la mayor parte del carbono se emplea como energía y sólo 2% se asimila como materia celular.

Desde el punto de vista de necesidades de oxigeno, los moos pueden clasificarse como aeróbios o anaerobios, cuando requieren o no oxígeno. Existen moos facultativos que pueden crecer el presencia o ausencia de oxígeno, aunque generalmente el tipo de productos que se obtienen en uno u otro caso son distintos. (eg. Las levaduras crecen en presencia de oxigeno y en condiciones de anaerobiosis producen etanol). El suministro de oxigeno al medio de cultivo y su transferencia hasta la célula, es una de las principales limitantes de los procesos fermentativos, que en ocasiones define la cinética de todo el proceso y ha dado lugar al diseño de fermentadores donde la transferencia es favorecida.
EFECTO DE LA TEMPERATURA: 

La temperatura afecta el crecimiento de manera notable, principalmente porque los moos de una especie dada sólo pueden crecer en  un rango restringido de temperatura. La clasificación de los moos de acuerdo a la temperatura es:  

Moos psicrófilos  crecen     5 a 15 °C

Moos mesófilos  crecen   16 a 40 °C

Moos Termófilos   “         40 a 94 °C

Los moos termófilos tienen un gran potencial de utilización pues la alta temperatura permite una mejor transferencia de calor, velocidades de reacción mayores y menor posibilidad de contaminación. La mayor parte de los moos que se usan actualmente pertenecen al grupo de los mesófilos.

EFECTO DEL pH  

En términos muy generales, podemos ubicar el pH de crecimiento óptimo entre 3 y 7 . En cada caso habrá que definir el pH óptimo de crecimiento y la conveniencia que puede representar el mantenerlo constante en ese valor durante el proceso. Si la fermentación procede sin regulación de pH, éste puede aumentar o disminuir dependiendo de los metabolitos producidos; en ciertos procesos (sobre todo los relacionados con producción de enzimas) el pH óptimo para el crecimiento puede no coincidir con el óptimo para la producción del metabolito de interés. En el diseño de l medio de cultivo, puede lograrse un efecto regulador del pH, adicionando los componentes que permitan este efecto alrededor del pH deseado, (eg. K2HPO4 y KH2PO4 para regulación alrededor de la neutralidad).

Un cambio en el pH puede afectar  la composición del medio y la naturaleza de la superficie microbiana al disociarse ácidos y bases. Esto último puede afectar a la floculación de la biomasa o su adhesión al vidrio. El pH tiene gran influencia en los productos finales del metabolismo anaeróbico. En el caso de la producción de ácido cítrico, se ha demostrado que el pH es el factor de mayor importancia tanto en cultivo batch como continuo.

REACTIVOS, MATERIAL Y EQUIPO

· Medio de  cultivo especifico para el crecimiento de la cepa obtenida

· Baños María con control de temperatura, pueden servir las incubadoras e incluso hot plate.

· Termómetros

· Matraz o frasco de vidrio de  500ml con tapón horadado para respiradero y toma de muestra

· Determinar el material adicional

METODOLOGÍA 

EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA TEMPERATURA:

La bibliografía en varias ocasiones menciona los rangos de crecimiento de un moo, más sin embargo es importante determinar entre ese rango reportado  de 15 – 30 ó de 25-45°C, con cual temperatura voy a tener el mejor rendimiento en una fermentación, con el moo que yo he logrado aislar o modificar genéticamente, y que muy seguramente se comportara de diferente forma a los  que se reportan en bibliografía. 

1. En base a la bibliografía, define un rango especifico de  + 5 °C, es decir si la bibliografía reporta que el genero de tu moo crece óptimamente a temperaturas de 32 + 5°C, deberás correr tus preliminares en matraz a nivel laboratorio a las siguientes temperaturas:  27°C, 32°C y 37°C.

2.  Prepara los tres matraces con 300 – 500 ml de medio de cultivo especifico (líquido) estéril. Toma muestra para evaluar tus parámetros iniciales en el medio de cultivo (% sustrato, Producto, sólidos, pH, etc.)

3. Realiza la inoculación de tu moos, procurando agregar la misma cantidad de inoculo a cada matraz. Toma muestra para determinar tus parámetros iniciales que llamaras tiempo cero de la fermentación.

4. Mantén los matraces a las respectivas temperaturas, por los periodos establecidos por tu moo, en caso de no tener los datos,  evalúa con 24 hrs, podrás darte una idea si en este tiempo tienes el producto que deseas.

5. Planea el desarrollo de l crecimiento de tu moo y programa mínimo 5 tomas de muestra, las primeras podrán ser cada  2 horas, a las 2 – 4 y 6 hrs de inicio de la fermentación y después antes de dejar tu reactor y retirarte a casa, (12hrs) para que al día siguiente tomes la ultima al detener tu fermentación. 

6. Gráfica los resultados obtenidos del crecimiento del moo de cada uno de los parámetros que evaluaste contra tiempo, iniciando con el valor cero que fue justo después de homogeneizar el medio de cultivo con el inoculo y analiza los resultados con tu profesor.

 EVALUACIÓN DEL EFECTO DE LA VARIACIÓN DE OXÍGENO

Como nos lo explica el marco teórico, este es un parámetro muy importante a considerar en cualquier proceso fermentativo, ya que en algunas ocasiones se puede manipular el destino del sustrato consumido ya sea para producción de biomasa, o para la producción de un metabolito de interés. Para desarrollar este planteamiento consulta con tu profesor que es lo más conveniente, de acuerdo a la bibliografía que ya tienes te será muy fácil planearlo.

Puedes utilizar  una bomba de pecera para este experimento. El procedimiento es igual al de la temperatura, pero ahora tu variable es la concentración de oxígeno.

OBTENCIÓN DE PRODUCTO:

Para dar seguimiento a estas curvas será muy importante que revises bien cual es la mejor técnica que existe en tu universidad que te permita valorar rápidamente que cantidad de producto tienes en tus muestras, lo más conveniente es usar una técnica rápida y que utilice poca muestra, un ejemplo de esto, para evaluar acidez, puedes lograrlo por titulación con un mínimo de muestra, rectifica con el técnico de laboratorio con que técnicas contamos para hacer nuestras determinaciones.

EFECTO DEL PH

Para evaluar cual es el efecto, te conviene hacer una observación en una fermentación sin controlar el pH para ver si el moo controla cierto pH y comparar la cantidad de producto que obtienes, contra otro ensayo en el que tu regules el pH de tu fermentación, de acuerdo a bibliografía.

NOTAS IMPORTANTES:

· Si no te es posible analizar una muestra justo después de tomarla, mete en congelación inmediatamente tus tubos para detener el crecimiento de  tu moo.

· Es muy importante que todos tus matraces se encuentren el las mismas condiciones antes de someterlos a la condición específica que serán evaluadas, para evitar de este modo alguna alteración en los resultados.
RESULTADOS:









Gráfica tus resultados como te muestra el ejemplo anterior, con solo un parámetro medido o en su caso distingue las líneas con color diferente y puedes gráfica todos los parámetros en la misma gráfico para tener un comparativo, de toda tu fermentación con respecto al tiempo.

CUESTIONARIO

1. Que pasaría si decides bajar la temperatura 10 °C por debajo del optimo de tu moo?

2. Sucedería lo mismo de la pregunta anterior si ahora decides subir 10°C la temperatura de fermentación?

3. Que otros ensayos consideras necesarios evaluar para conocer mejor los valores óptimos de crecimiento de tu moo?
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PRÁCTICA No. 6
CALCULO DE ESTERILIZACIÓN 

OBJETIVO

Establecer los tiempos óptimos de esterilización para el medio de cultivo a fin de asegurar la esterilidad del medio y evitar la desnaturalización de los nutrientes específicos por daño térmico, además de asegurar que la fermentación se realice con el moo deseado.

INTRODUCCIÓN

La tecnología microbiana es única, en el sentido de que requiere que los procesos sean operados sin contaminación biológica. En general se necesita un alto grado de limpieza y se procura que las operaciones sean asépticas.

Un proceso típico de fermentación es susceptible de contaminarse de muchas maneras, pero se consideran los siguientes elementos como los más críticos:

a) El medio

b) El inoculo y el proceso de inoculación

c) El suministro de aire

d) La adición de nutrientes, antiespumante, etc. durante el proceso

e) El fermentador en sí mismo

En la practica, la contaminación ocurre principalmente por un diseño defectuoso de los sellos del reactor o durante las técnicas de transferencia ya sea de inóculo, aditivos u otros.

ESTERILIZACIÓN DEL MEDIO

Existen muchos métodos para efectuar la esterilización del medio, ya sea por eliminación física de los posibles contaminantes o por destrucción de los mismos. Sobre la base de estos criterios, Cooney indica los siguientes métodos:

a) Eliminación física

· Filtración

· Centrifugación

· Flotación

· Atracción electrostática

· Intercambio Iónico

· Adsorción de virus por carbón

b) Destrucción

· Calor húmedo

· Calor seco

· Radiación electromagnética

· Radiación sónica

· Agentes químicos

La destrucción de moos depende de variables como:

· PH

· Temperatura

· Estado fisiológico del moo

· Características del contaminante (espora, termorresistente, célula vegetativa, etc) que generalmente al gráficar la muerte térmica se comportan de la siguiente manera:














Por lo que el tiempo de reducción decimal se define como: Tiempo requerido para reducir  10 veces la población celular:

N/No = 1/10,             Log (1/19) = -1 = -Kt/2.303,                             t = 2.303 /K  = D

Se han establecido los valores de K y D para los contaminantes más comunes:

Mocroorganismo
K (1/min)
D (min)

Bacillus stearothermophilus
0.77
3

Clostridium sporogenes
1.8
1.8

Bacillus subtilis  
2.6 – 3.8
0.6 – 0.9

Por lo tanto el tiempo requerido para matar una población celular esta dado, por:

F = n * D

Donde: 

F=  Tiempo requerido para matar todas las células, a una temperatura específica.

n = numero de ciclos log para eliminar una determinada población celular

D = Tiempo de reducción decimal

Ejemplo:

Calcular el  tiempo de esterilización para llevar una población de bacterias de 10 11 cel/ml a  10 –6 cel/ml, si  D = 1.5 min y la esterilización se aplica  a 120°C.

F = (11 + 6 ) *  1.5 min

F = 25.5 min.

Dado que en una esterilización el calentamiento y enfriamiento dependen de:

· Diseño del equipo

· Temperatura del vapor

· Temperatura del agua de enfriamiento

·  Flujos

· Composición del medio

Tenemos que de los criterios de diseño que: 

Ln (No /N)  = Nabla ( ( )= A(e (–Ea/RT) dt

Donde:

 ( total =  ( calentamiento +  ( sostenimiento   +  ( enfriamiento

Por lo tanto:

( calentamiento = Ln (No /N1)  = A(tot1  e (–Ea/RT) dt

( sostenimiento = Ln (N1 /N2)  = A(t1t2  e (–Ea/RT) dt

( enfriamiento = Ln (N2 /N)  = A(t2t  e (–Ea/RT) dt

Ejemplo

1000 litros de medio de cultivo son esterilizados en un fermentador a una temperatura de 120 °C. El perfil de temperatura del proceso de esterilización a partir de los 100°C se presenta en la siguiente tabla:


Temperatura 

( °C)
Tiempo

(min)

100
54

105
61

110
69

115
79

120
91

120
101

115
104

110
107

100
114


En la gráfica observamos que:

Calentamiento de 100 a 120 °C = 37 min

Enfriamiento de 120 a 100 °C = 13 min

Mantenimiento a 120 °C = 10 mín.

Si resolvemos por el método de Richard en el que se asume que sobre 100°C, el calentamiento y enfriamiento siguen una línea recta con una pendiente de 1°C/min. Con base a esto, recurrimos a la tabla anexa en la que se tienen los valores de K y Nabla acumulada para incrementos de 1°C.

Solución:

( calentamiento

Usando los valores de la tabla anexa, obtener el valor acumulativo de nabla (100 a 120 °C), el cual  es de 7.25, puesto que el tiempo real de proceso es de 37 mi y no de 20 min, se hace la corrección:

(  de calentamiento = 7.25  * 37 /20 = 13.41

( de enfriamiento = 7.25 x  13 / 20 = 4.71

( de mantenimiento (proceso isotérmico por 10 min.) = 1.47 * 10 = 14.7

( Total = 14.31 + 4.71 + 14.7 = 32.82

Puesto que ln (No /N) = Nabla total para este proceso No/N = 5.84 x 10 14

Dicho valor significa la probabilidad de encontrar un solo moo partiendo de una población de 5.84 x 10 14 células.

En la industria de alimentos, el criterio de esterilidad en algunas operaciones es de( total = 27.6, o sea la probabilidad de que sobreviva una espora de C. Botulinum es de 10 12.

METODOLOGÍA

1. Prepara tu medio de cultivo para el desarrollo de tu fermentador, si el fermentador puede esterilizarse, introdúcelo al autoclave con el medio dentro.  Esta técnica es más adecuada en los fermentadores diseñados con sistema de inyección de vapor, para esterilización in situ.

2. Después del purgado del sistema, registra el tiempo requerido para llegar a los 100°C,posterior a esto da seguimiento al tiempo para que llegue a los 121°C, el tiempo que permanece a esta temperatura y el tiempo en descender la temperatura hasta los 100°C nuevamente.

3. Al termino del registro de las temperaturas de calentamiento (100-121°C), de mantenimiento (121°C) y de enfriamiento (121-100°C)  desarrolla los cálculos siguiendo el ejemplo anterior.

RESULTADOS

Discute, si el tiempo que estas utilizando para la esterilización del medio es adecuado o estas invirtiendo más energía de la necesaria.

Presenta la solución de tu problema.

CUESTIONARIO

1. ¿Para qué nos sirve el determinar nabla durante  la fermentación del medio de cultivo?

2. ¿Puedes aplicar el mismo análisis en la esterilización de latas con alimentos?

3. ¿ Cuál es el nabla de esterilización adecuado para la esterilización de alimentos?
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PRÁCTICA No. 7
ESCALAMIENTO DE FERMENTACIÓN

OBJETIVO:  

Que el alumno conozca los términos a considerar para realizar el escalamiento a nivel industrial y desarrolle su escalamiento  de laboratorio a planta piloto.

INTRODUCCIÓN:

El problema del paso de una escala a otra  (escalamiento) es uno de los de mayor importancia no sólo en fermentaciones sino en la industria en general. 

En el caso de la fermentación aeróbica el predecir resultados a escala de producción basados en el escalamiento de datos obtenidos en el laboratorio o en planta piloto requiere de un análisis cuidadoso de cada una de las escalas, tanto en sus variables fisicoquímicas como biológicas.

Por lo general en el laboratorio se opera con pequeños matraces o pequeños fermentadores, donde se buscan nuevos productos, se estudian mecanismos de control y se mejoran las cepas de producción. En la planta piloto (5 – 500 Litros) se estudian efectos de aereación, temperatura y control de pH; en muchos casos los fermentadores cuentan con instrumentos para conectarse a una computadora con objeto de estudiar la dinámica del cultivo y, de ser posible, establecer un control por retroalimentación. 

MARCO TEORICO:

No debe olvidarse, que un proceso de fermentación comprende, en un sentido más amplio, no sólo las reacciones bioquímicas efectuadas por microorganismos y/o por enzimas sino que además considera las características físicas y de operación del recipiente  en donde se lleva a cabo “El fermentador” y la operaciones que se efectúan antes y después de la fermentación.  En el siguiente diagrama  de flujo  de un proceso típico de fermentación podemos distinguir tres áreas principales: Laboratorio, fermentación y extracción. 

Aiba y Okabe han demostrado la importancia de escalar no sólo el Fermentador sino todo el proceso, pues la optimización de un equipo o parte del proceso solamente, no asegura el beneficio económico de la fermentación.

Solomons, indica cuales son los rangos de operación más comunes en lo que se refiere a potencia por unidad de volumen y a velocidad de agitación:

Escala del fermentador
Potencia de

trabajo
Capacidad del

fermentador
Velocidad

de agitación



Pequeña
8 – 10 W/l
3  l
200 – 2000 rpm

Piloto
3  - 5   W/l
10  l
200 – 1200 rpm

Industrial
1 – 3 W/l
50  l
100 – 800    rpm



200 – 500 l
400 – 50     rpm




METODOLOGIA

1.- En la practica se sigue una regla de inocular con un medio que corresponda a un 10 % del volumen con moos en fase logarítmica, por lo que para desarrollar el escalamiento, recurre a tus gráficas y determina el tiempo adecuado para hacer el siguiente paso, es decir en que tiempo se encuentra tu cultivo a ½ de la fase exponencial.

2.- Prepara el medio de cultivo para los tres pasos:  Activación en tubos de ensaye, crecimiento en matraz y crecimiento en el Fermentador que diseñaste. Los volúmenes corresponderán al 10% del medio a inocular. Ejemplo: Si deseo hacer mi fermentación con 5 litros de medio al final debo preparar:

Tubo de ensaye:  Tubo de ensaye con 5 ml de medio estéril  + 3 asadas de cultivo

Matraz agitado:     50 ml de medio estéril  +   50 ml de inoculo  = 500 ml

Fermentador:        4.5 l de medio estéril + 500 ml de inoculo   =  5 litros

3.-  Da seguimiento a tu fermentación y observa la reducción del tiempo en la fase “lac”, en cada una de las etapas, recuerda que debes llegar a la velocidad máxima de crecimiento para hacer el cambio al siguiente paso, pues es escalamiento es una manera de enriquecer el inoculo y reducir la fase la adaptación  del moo al medio de cultivo y condiciones ambientales.

RESULTADOS:

Presenta tus resultados en una gráfica en la que se distingan los cambios de volumen  (escalamiento), y discute con tus compañeros y profesor de clase tus resultados obtenidos.
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PRÁCTICA No. 8

DETERMINACIÓN DEL TIPO DE FERMENTACIÓN Batch

Y  MODELAMIENTO CINÉTICO

OBJETIVO

Clasificar el tipo de fermentación que se desarrolla en el laboratorio, en base a las gráficas de fermentación obtenidas.

INTRODUCCIÓN

Los estudios cinéticos son necesarios para entender el comportamiento de cualquier fermentación y, en general, consisten en la medición o estimación de las velocidades de síntesis celulares, de formación de productos y de los efectos del medio ambiente sobre estas velocidades.

Los procesos batch de fermentación han sido clasificados por varios autores según diferentes criterios.   Gaden sugirió que se relacionase la formación del producto con la utilización del sustrato, clasificando los procesos:

Tipo I :  Formación de producto directamente relacionado con la utilización de carbohidrato, (Fermentación alcohólica)




Tipo II:  Formación del producto indirectamente relacionado con la utilización del carbohidrato  (Ejemplo: Producción de ácido cítrico)





Tipo III:  Formación del producto aparentemente no relacionado con la utilización de carbohidrato.   (Ejemplo: Producción de Penicilina)



 MODELAMIENTO CINÉTICO:

En 1942 Monod estableció un modelo de crecimiento celular

                         S                                   dx
 ( = (max   ------------ de manera que   ------  =  (x Velocidad de crecimiento celular
                   Ks  +  S                               dt

Donde ( = velocidad específica de crecimiento. El valor de ( se considera constante en la fase exponencial de crecimiento, cuando éste es proporcional a la masa de células presentes. La velocidad especifica de crecimiento está en relación con el tiempo de duplicación, td , y la ecuación se integra entre los límites x y 2x:

                                            ln 2            0.693

                            td    =       ---------------    =   --------------------
· (
Se han propuesto otros modelos para crecimiento lineal, que ocurre cuando existen limitaciones debidas a velocidades de difusión o de transferencia de masa.  Se recomienda definir con el profesor el tipo de modelamiento a utilizar de acuerdo al tipo de fermentación desarrollado.

METODOLOGÍA

1. De los resultados obtenidos en tu fermentación, realiza sus gráficas

2. Calcula los valores cinéticos, según el modelo cinético discutido en clases 

3. Gráfica y compara los comportamientos   teóricos con los experimentales obtenidos.

RESULTADOS

Presenta tus gráficas en el reporte final y realiza la discusión de tus resultados con los compañeros del equipo  y con el profesor, para hacer la presentación del proyecto.

CUESTIONARIO

1. ¿Qué es un modelamiento cinético?

2. ¿ Cual es el objetivo de hacer un modelamiento?

3. ¿ Para que te sirve hacer este modelamiento?
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PRACTICA No 9

PROCESOS DE SEPARACIÓN Y PURIFICACIÓN 

 DEL PRODUCTO OBTENIDO

OBJETIVO

Conocer el principio de las técnicas que se pueden aplicar para la separación y purificación de los productos obtenidos por medio de fermentación.

INTRODUCCIÓN

Una vez concluida la fermentación es necesario separar una gran cantidad de masa (medio de cultivo, otros productos celulares, en ocasiones las células,  etc.) de una manera selectiva y específica para la  purificación del producto deseado. En la practica, tanto a nivel laboratorio como industrial, los procesos de recuperación son muy importantes pues su correcta operación asegura la obtención de producto y beneficios económicos, mientras que su falla puede impedir el desarrollo del proceso.

Si se analizan diversos procesos de recuperación  (antibióticos, enzimas, aminoácidos y proteína microbiana) se encuentra que varias de las operaciones unitarias son comunes a todos, mientras que otras son específicas.  En el caso particular de los antibióticos, la inversión en equipo de recuperación es aproximadamente 4 veces mayor que el costo de los fermentadores y su equipo auxiliar. A menudo 60 % de los costos de los fermentación se atribuye a las etapas de recuperación en la producción de aminoácidos y ácidos orgánicos.

La optimización de una fermentación debe incluir los procesos de separación y purificación, pues su correcta operación asegura la obtención del producto y beneficios económicos, mientras que su falla, afecta la calidad del producto.

MARCO TEORICO

Uno de los procesos más complejos es la recuperación de antibióticos por lo que analizará un ejemplo de este procedimiento en el siguiente diagrama:


En el primer paso un filtro rotatorio recubierto de filtro-ayuda separa el micelio del caldo de fermentación; el filtrado prosigue a una serie de extractores consecutivos a los que se añade un solvente orgánico o una solución buffer que asegure un concentrado del antibiótico. A esta etapa sigue la cristalización, la eliminación de color y el secado al vacío (ninguno se muestra en la figura) con lo que se obtiene el antibiótico con un grado de pureza aceptable. De acuerdo a lo anterior se pueden enumerar los siguientes procedimientos generales:

a) Separación mecánica de células insolubles del caldo de fermentación;

b) Ruptura de células ( en los casos en que el producto sea intracelular)

c) Extracción

d) Procedimiento de fraccionamiento preliminar

e) Etapas de alta resolución

SEPARACIÓN MECANICA DE LAS CELULAS E INSOLUBLES

DEL CALDO DE FERMENTACIÓN

La primera dificultad reside en como eliminar las partículas en suspención coloidal. Para evitar dicha dificultad se sigue cualquiera de los siguientes procedimientos:

a) Variación del pH

b) Adición de agentes floculantes

c) Uso de coloides con carga contraria

d) Uso de enzimas clarificantes

e) Elección de una cepa más fácil de separar, y

f) Control de las condiciones de fermentación (medio, grado de agitación y mezclado, aditivos, etc.)

Los métodos de separación de sólidos en suspensión se clasifican de acuerdo con el tipo de fenómeno en que se basan:


De todos ellos los más utilizados son la centrifugación y el filtrado, aunque la floculación y flotación han tenido éxito en algunos procesos de proteína microbiana.

RUPTURA DE CÉLULAS

Esta etapa se emplea cuando se tiene interés en los productos intracélulares (proteína, ácidos nucleicos o enzimas). Los componentes de las células tienen una alta presión osmótica y están encerrados por una pared celular rígida y fuerte. Con el desarrollo de la tecnología enzimática se han estudiado los métodos de ruptura de células; Wimpenny los clasifica de la siguiente manera:


EXTRACCIÓN
La extracción a contracorriente y la líquido – líquido constituyen los procedimientos más eficaces de recuperación de productos de  fermentación, utilizando como medios de extracción: soluciones salinas, buffers, acetona, butanol, ésteres, etc. las propiedades fisicoquímicas que se deben considerar son: solubilidad, coeficiente de partición y propiedades químicas del producto.

PROCEDIMIENTO DE FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR

Los procedimientos de fraccionamiento preliminar consisten en la eliminación de ácidos nucleicos y otras proteínas contaminantes, porque estas sustancias interfieren con las subsecuentes purificaciones y extracciones. En extractos de bacterias, particularmente, el contenido de ácidos nucleicos llega a ser de 20%, considerablemente mayor que en extractos de tejidos animales o vegetales. 

Se usan precipitantes  selectivos como sulfato de estreptomicina, sulfato de protamina y cloruro de magnesio. También se puede utilizar la enzima endonucleasa para descomponer los ácidos nucleicos.

Pueden fraccionarse las proteínas reduciendo su solubilidad hasta que precipitan. Se emplean dos procedimientos para lograr esta precipitación 

a) Agregar sales inorgánicas con alta fuerza iónica  (NaCl, KCl, Na2SO4 y principalmente (NH4)2 SO4, al medio. Lo que hace que las proteínas se precipiten (salting-out)

b) Reducir la solubilidad de las proteínas añadiendo solventes orgánicos a bajas temperaturas (menores de –5°C).

ETAPAS DE ALTA RESOLUCIÓN

Los métodos de alta resolución son muy variados y las condiciones de operación son específicas para cada producto. Las características fisicoquímicas que afectan la selección de la etapa o etapas finales de purificación son: características anfotéricas de los electrolitos, solubilidad, coeficientes de partición, tamaño molecular, características de adsorción y propiedades químicas.  Entre los principales métodos se encuentran:

1.-  Utilización de membranas sintéticas que discriminan las partículas por tamaño o por su composición química.

2.-  La cromatografía que se refiere a un tipo general de separación que depende de alguna clase de mecanismo que ordena en tiempo (y por lo tanto produce separación) el paso de varias especies de solutos a través de una columna.

3.- Intercambio Iónico, con resinas intercambiadoras catiónicas y aniónicas, con diferentes grupos funcionales tienen un uso muy difundido en la separación de aminoácidos.

METODOLOGIA
1.-  En base al marco teórico y bibliografía consultada, desarrolla tu diagrama de procedimientos a seguir, buscando más de una opción de acuerdo a los equipo con los que cuentes en el laboratorio y talleres.

2.-  Desarrolla una evaluación sensorial a tu producto en caso de ser consumible, de lo contrario, realiza una prueba de actividad o aplicación del producto obtenido

3.- Diseña una etiqueta y busca la presentación más adecuada para conservar tu producto, si éste es consumible deberás idear un buen diseño para que sea atractivo al consumidor.

4.- Analiza los siguientes diagramas en los que se presenta el procedimiento completo para el desarrollo de algunos productos por medio de fermentación












RESULTADOS

Reporta los resultados obtenidos de tu producto, el producto y una fotografía, para anexarla a tu reporte final
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PRACTICA No  10

PRESENTACIÓN DEL PROYECTO DESARROLLADO

OBJETIVO

Que el alumno desarrolle la habilidad de expresión del trabajo desarrollado durante el cuatrimestre, permitiendo la critica constructiva y cuestionamiento del trabajo por un publico multidisciplinario, al cual pueda documentar con el conocimiento adquirido durante el cuatrimestre.

METODOLOGIA

1.- Recopila toda la información obtenida durante el cuatrimestre, puedes adicionar fotografías del crecimiento microbiano, diseño del fermentador o actividades desarrolladas, además prepara tus gráficas y modelamiento.

2.- Prepara tu presentación, para la proyección del proyecto en un auditorio, procura que tus diapositivas sean claras y muy ilustrativas para que el publico capte tu idea de expresión.

3.-  Prepara tus productos obtenidos, el diseño de tu fermentador y todos los accesorios necesarios para hacer una excelente presentación.

4.- Si te es posible, realiza una maqueta del procedimiento de fermentación para la elaboración de tu producto.

5.- Realicen una presentación entre los compañeros de equipo, para que ustedes mismos corrijan algunos detalles de la presentación, antes de la evaluación final con el profesor.

6.- Listos  “FELICIDADES”  ahora tu eres el gran experto, en el desarrollo del tema a presentar, así que no tienes más que recordar tus anécdotas de trabajo y adelante, realiza la mejor presentación del proyecto que desarrollaste.

Cuestionario
¿ Crees que valió la pena el desarrollo de este proyecto?

¿ Además del conocimiento teórico aprendido, cuales fueron tus experiencias importantes en el desarrollo del proyecto?

¿ Puedes darnos algunas sugerencias para mejorar éste manual?

Gracias.

REFERENCIA

Ortiz-Basurto Rosa Isela, Enero 2002, Universidad Tecnológica de Tecamachalco riobasurt@excite.com ,  riobasurt@hotmail.com
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Tipo de reactor 


A nivel laboratorio y planta piloto existen varios tipos de fermentadores, pero a escala industrial y en operación son cuatro los tipos principales:





Waldhof                   De turbina             Columna burbujeadora                Air-lift       








De los cuatro tipos, el fermentador de turbina es el más usado en fermentación por ser capaz de suministrar altas cantidades de oxígeno por unidad de tiempo y de volumen.  El fermentador tipo air-lift opera con menos energía y es capaz de suministrar más oxigeno, pero todavía su uso no está muy difundido.
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Diagrama de las escalas de fermentación
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Graficando esto observamos que:
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Diámetro de la jarra de fermentación





100°C





120°C





37 min.





13 min.





10 min.














1
57

_1074460110.doc
[image: image1.png]solvente

solvente
caldo de filtrado [ extracto [ solucién
fermentacién {de butfer
|
A
0
filtro rotatorio
con filtro-ayuda
condensador refinado B

recuperacion
de solvente

tanque de solvente
utilizado

Floitn 31 " Diicis s Bt &l apSiicants de oo

11,111 Extractores

A. Corriente hacia proceso
de purificacion

B. Corriente hacia tratamiento
de desperdicios








