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RESUMEN 

 

La demanda de proteínas recombinantes terapéuticas (PRT) de consumo humano se ha 

convertido en una realidad comercial y ha aumentado dramáticamente durante los últimos 

años, salvando un número incontable de vidas gracias a la casi accesibilidad ilimitada de estas 

proteínas. Más de 80 proteínas recombinantes están aprobadas para consumo humano. Aunque 

mucho se ha avanzado, la producción de proteínas recombinantes constituye un campo que 

necesita ser mucho más estudiado, más aún cuando los precios de muchos de estos 

medicamentos son altos y de difícil acceso en países en vías de desarrollo, por ello, uno de los 

mayores objetivos de la industria es maximizar la productividad, es decir, obtener altas 

concentraciones de producto en un menor tiempo y las altas concentraciones celulares 

(biomasa) son un prerrequisito para obtener una alta productividad de proteínas 

recombinantes.  

 

Debido a lo anterior, en el presente trabajo se propone el cultivo en medio sólido 

(CMS) como alternativa gracias a las ventajas que ofrece en comparación con el cultivo 

sumergido (CS) en la producción de biomasa y enzimas.  

 

Considerando que para la producción de biomasa en condiciones de cultivo en medio 

sólido es necesario favorecer la transferencia de O2, se decidió evaluar el uso de capas finas de 

poliuretano (EPU) como soporte para el crecimiento de Pichia pastoris. Además, se evaluó la 

concentración inicial de glucosa (50 a 150 g/L) sobre la producción de biomasa de P. pastoris. 

Estos experimentos demostraron que el rendimiento Yx/s (g/g) disminuye al aumentar la 

concentración de glucosa obteniéndose un Yx/s de 0.45 para una S0 = 50 g/L, valor muy 

cercano al teórico 0.5,  lo cual demuestra que este sistema esta bien aireado, pero para S0 = 

150 g/L se obtuvo un Yx/s de 0.28. 

 

El análisis del cambio del coeficiente respiratorio (CR), en función de diferentes 

concentraciones iniciales de glucosa y diferentes espesores de EPU, permitió determinar que 

con una concentración inicial de glucosa de 50 g/L y un espesor de 0.7 cm, el metabolismo 
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respiratorio de la glucosa fue completo (CR > 0.9) y que el descenso del CR es debido al 

agotamiento de la glucosa. A concentraciones de glucosa superiores a 50 g/L y espesores de 

EPU de 0.3 y 0.5 cm el valor de CR fue menor a 0.9, de lo cual podemos asumir que al 

aumentar la concentración de glucosa o disminuir el espesor de la placa de EPU, no se realiza 

el metabolismo completo de la glucosa y se obtienen diferentes productos como ácidos 

orgánicos. 

 

Las conclusiones de este trabajo se pueden resumir en que el modelo de estudio propuesto 

para la producción de biomasa de Pichia pastoris a partir de glucosa como fuente de carbono y 

energía en un medio de cultivo impregnado en espuma de poliuretano bajo condiciones de 

cultivo en medio sólido, permitió demostrar que la producción de levaduras en placas de EPU 

con un espesor h = 0.7 cm y S0  = 50 g/L, es un sistema más simple que el cultivo sumergido, 

aireado y agitado por lote simple y produce rendimientos y concentraciones celulares similares 

(20 g/L). Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se puede 

alcanzar con S0 = 150 g/L, la concentración celular de 40 g/L, valor que ya calificaría en el 

límite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a tener hasta más de 100 g/L de 

levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma de lote alimentado. Tambien se 

obtuvo que los efectos de grosor de las placas de EPU sobre el crecimiento de Pichia pastoris 

no son tan importantes como el efecto de la concentración inicial de glucosa. 

 

A nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo en el que se evalúa el crecimiento de 

Pichia pastoris utilizando glucosa como fuente de carbono en cultivo en medio solido con 

EPU, lo cual es muy importante para la producción a nivel industrial de proteínas 

recombinantes con esta levadura. 

 

Palabras clave: Pichia pastoris, poliuretano, cultivo en medio sólido
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INTRODUCCIÓN 

 

La biotecnología ha impactado el área de la medicina, principalmente con su 

contribución al conocimiento a nivel molecular de la causa de diversas enfermedades, lo cual 

ha generado una revolución en la industria farmacéutica con la producción de biofármacos 

contra enfermedades específicas (Villaverde y Mattanovich, 2007; Betton y Chaffotte, 2005). 

 

  Un biofármaco es una molécula biológica con fines terapéuticos obtenida a partir de un 

organismo vivo, ya sea a partir de bacterias, hongos, células animales y levaduras, entre otros. 

Estas moléculas presentan mayor acción terapéutica y menos reacciones secundarias, al ser 

prácticamente homólogas a las producidas por el  organismo (Yang y col., 1992; Maldonado y 

col., 2007; Graumann y Premstaller, 2006). Esto se traduce en que el paciente en la actualidad 

puede acceder a tratamientos más eficaces y seguros. La gran mayoría de estos biofármacos 

son proteínas recombinantes (Graumann y Premstaller, 2006).  

 

Un aspecto importante de estas proteínas de uso terapéutico es que son específicas 

contra padecimientos que antes se consideraban incurables, estas proteínas actualmente se 

utilizan en tratamientos curativos y paliativos. Un claro ejemplo de esto es el interferón beta 

1a y 1b, el cual ha elevado la calidad de vida de los pacientes diagnosticados con esclerosis 

múltiple (Maldonado y col., 2007; Graumann & Premstaller, 2006). 

 

En diversos estudios se ha demostrado que la importancia de las proteínas 

recombinantes con acción terapéutica se ha incrementado exponencialmente en los últimos 30 

años. En 2004 la industria biofarmacéutica era de alrededor de 45 mil millones y para el 2020 

se prevén ventas de hasta 200 mil millones de dólares, con un cubrimiento de más del 10% de 

toda la industria farmacéutica.  En la actualidad, las grandes farmacéuticas tienen sus mayores 

ingresos de la venta de estos productos, por tanto, la investigación en este rubro también ha 

aumentado en gran modo y el catálogo de biofármacos es cada vez mayor en tratamiento, 
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curación, prevención o diagnóstico de enfermedades (Pavlou y Reichert, 2010; Datamonitor, 

2004; Parmar, 2006). 

 

Las PRT en general se generan mediante diferentes procesos productivos.  La serie de 

pasos fundamentales para obtenerlas son: tener un gen que codifique para la proteína de 

interés, un hospedero que realice las modificaciones que se requieran para obtener una 

proteína funcional, que la proteína sea expresada a las concentraciones requeridas, un proceso 

de producción, un método de separación y purificación, un sistema de estabilización, y 

finalmente la formulación. 

  

Por otro lado, actualmente cerca del 60% de PRT aprobadas para consumo humano, 

son producidas en células de mamífero de ovario de hámster chino (CHO) y de riñón de 

hámster bebé (BHK), ya que presentan la capacidad de producir las proteínas de manera bien 

plegada, con las modificaciones postraduccionales necesarias para ser altamente similares a las 

endógenas  (Palomares y col., 2004; Bleckwenn y Shiloach, 2004). Sin embargo, los costos 

asociados a los medios de cultivo y adaptación de las células animales hacen de este sistema el 

más costoso para la producción de una proteína. Por ello, los procesos productivos actuales 

para manufacturar proteínas recombinantes de alto valor agregado, requieren ser altamente 

productivos, robustos y con bajos costos de producción (Lee, 1996; Sodoyer, 2004).  

 

En el presente trabajo se propone el cultivo en medio sólido (CMS) como una 

alternativa para la producción de proteínas recombinantes ya que ha demostrado ser un 

procedimiento adecuado en referencia a lo anteriormente mencionado, para la obtención de 

proteínas recombinantes en otros microorganismos de gran interés como Aspergillus niger 

(Ramesh y Losane, 1991) o Bacillus licheniformis (Pereira y col., 1993). 

 

 La elección del microorganismo para expresar la proteína de interés depende en gran 

medida de las características fisicoquímicas de la proteína a producir. Pichia pastoris está 

entre las levaduras más utilizadas en la industria, por su alta velocidad de crecimiento, 

adaptabilidad a los cambios de escala en biorreactores y la posibilidad de alcanzar altas 



 

3 

 

concentraciones celulares, redituando en altas productividades (Siegel y Brierley, 1989; 

Ramon y col., 2004; Kong y col., 2009; Hartner y Glieder, 2006; Cregg y col., 2000). Otra 

gran ventaja es que estos microorganismos no producen endotoxinas, y además son capaces de 

glicosilar proteínas de manera similar a las líneas celulares animales. 

 

 La producción de proteínas recombinantes con Pichia pastoris se divide en dos etapas, 

la primera es la producción de biomasa y la segunda la inducción de la proteína con metanol. 

En el presente proyecto sólo se aborda la primera etapa (Fig. 1). 

  

En este trabajo se evaluó el cultivo en medio sólido sobre espuma de poliuretano para 

la producción de biomasa de Pichia pastoris. Con este propósito, el diseño experimental 

seguido en esta tesis, se basó en el diseño y evaluación de un sistema de cultivo sólido 

utilizando tiras de poliuretano colocadas dentro de columnas de vidrio. 
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1.- LA BIOTECNOLOGÍA DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES. 

 

 La Biotecnología de proteínas está implicada en el aislamiento, producción y 

mejoramiento de las propiedades biológicas de proteínas específicas a partir de diversas 

fuentes naturales tales como plantas, animales o bien microorganismos, para su subsiguiente 

empleo en diversas aplicaciones. La tecnología del DNA recombinante ha jugado un papel 

muy importante en el desarrollo de la Biotecnología de proteínas ya que gracias a la 

manipulación de genes ha sido posible producir grandes cantidades de proteína, muchas de las 

cuales se encuentran en concentraciones muy bajas en su ambiente natural. Se considera una 

proteína recombinante o proteína heteróloga aquella cuya síntesis se realiza en un organismo 

distinto al organismo nativo. Actualmente, se ofrecen en el mercado internacional una gran 

variedad de proteínas recombinantes para un amplio abanico de aplicaciones, incrementándose 

día a día la lista de estos productos, lo que ha llegado a construir toda una revolución en el 

mercado biotecnológico y a la vez ha impulsado la investigación en este campo (Walsh y 

Headon, 1995). 

 

 Para la producción de proteínas recombinantes se hace uso de uno de los múltiples 

sistemas de expresión disponibles comercialmente o de aquellos desarrollados con fines de 

investigación, o bien se pueden diseñar y construir sistemas de expresión según necesidades 

específicas.  

 

Para la selección de un sistema de expresión adecuado para la síntesis de una proteína 

recombinante se tienen que tener en consideración el origen biológico y las propiedades 

químicas y biológicas de la proteína de interés, su aplicación posterior y el bioproceso que se 

empleará para su producción (Tabla 1). El origen biológico de la proteína es importante ya que 

generalmente un sistema de expresión eucariota es más eficiente para sintetizar una proteína 

de origen eucariota que un sistema de expresión procariota. Respecto a las propiedades 

químicas y biológicas de la proteína es importante analizar su secuencia nucleotídica 

codificante para evaluar el uso de codones preferenciales y la presencia de secuencias de 

finalización prematura de la transcripción, la secuencia aminoacídica para evaluar el peso 
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molecular, punto isoeléctrico y tipo de modificaciones postraduccionales presentes, la 

estabilidad a un pH y temperatura determinada, proteólisis, la posible toxicidad sobre el 

hospedero, el destino celular deseado (extracelular o intracelular) y el grado de pureza 

deseado, etc. Un tercer factor a considerar es la aplicación que se le dará posteriormente a la 

proteína, si ésta se aplicará en las áreas biomédica (agentes terapeúticos, vacunas y 

diagnóstico clínico) o de alimentos (procesos industriales, aditivos y nutraceúticos) para 

emplearla en humanos, animales o plantas, o en el área de la Química de la transformación 

como la industria del papel, textil y del cuero, farmacéutica y química, o bien como reactivo 

en el área de la química analítica o en el medio ambiente como fuente de energía o tratamiento 

de residuos. Por último, se tiene que considerar el bioproceso que se empleará para su 

producción, específicamente el tipo y condiciones operacionales de cultivo, la escala de 

producción de la proteína de interés según si sólo se requieren unos pocos miligramos para 

fines de investigación o en la escala de gramos o kilogramos para fines industriales, además de 

evaluar el costo del bioproceso. 

 

1.1. Sistemas de expresión de proteínas recombinantes. 

 

Actualmente se emplean una gran variedad de hospederos que van desde 

microorganismos unicelulares tales como bacterias, hongos, levaduras y líneas celulares de 

mamíferos, insectos o plantas, hasta organismos completos como animales y plantas 

transgénicas.  

Dentro de las bacterias, Escherichia coli ha sido la más empleada para estos fines, 

aunque también se han utilizado Bacillus subtilis, Caulobacter crescentus, Pseudomonas sp., 

Streptomyces lividans, Lactobacillus lactis, etc. (Walsh y Headon, 1995). Debido al nivel de 

conocimiento sobre su fisiología y genética, E. coli ofrece varias ventajas (Tabla 2) respecto a 

otros hospederos, lo que ha permitido el desarrollo de una variedad de vectores de expresión y 

cepas mutantes. Sin embargo, el empleo de E. coli tiene también desventajas, tales como su 

ineficiencia para secretar proteínas al medio de cultivo y además éstas suelen precipitar como 

cuerpos de inclusión insolubles en el citoplasma celular. Adicionalmente, la síntesis de las 

proteínas heterólogas en E. coli induce a un incremento de la proteólisis celular, cuenta con un 
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sistema ineficiente para realizar modificaciones postraduccionales y genera endotoxinas 

dañinas para la salud. 

Tabla 1. Factores determinantes en la selección de un sistema de expresión (Guerrero y col., 2004). 

 
 

Si se emplea Bacillus subtilis, se tiene la ventaja de la secreción de la proteína 

heteróloga, sin embargo, esta bacteria secreta una gran cantidad de proteasas, además se 

dispone de una menor cantidad de vectores de expresión, elementos promotores para la 

regulación de la expresión de los transgenes y se ha reportado menor estabilidad genética de 

los plásmidos incorporados en el hospedero.  
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Los sistemas de expresión de proteínas recombinantes basados en levaduras han 

demostrado ser una fuente eficiente y económica de proteínas de eucariotas superiores de 

interés industrial y/o académico (Buckholz y Gleeson, 1991; Romanos y col., 1992). Las 

levaduras ofrecen un ambiente apto para el plegamiento de proteínas eucarióticas, llevan a 

cabo algunas modificaciones postraduccionales y pueden secretar las proteínas recombinantes 

al medio de cultivo. Además, las levaduras mantienen las ventajas de los microorganismos al 

ser unicelulares, de fácil manipulación y rápido crecimiento. Por otro lado, tienen una 

organización celular eucariótica que permite la realización de procesos de expresión y 

maduración característicos de células animales y vegetales (Eckart y Bussineau, 1996), lo cual 

les da una ventaja para la producción de proteínas de origen eucariota.  

El empleo de Saccharomyces cerevisiae como hospedero en un sistema de expresión 

eucariota ofrece la ventaja de ser uno de los organismos eucariotas mejor caracterizado, su 

genoma ha sido totalmente secuenciado y es considerado como organismo GRAS (Generally 

Recognized as Safe) por la FDA (Food and Drug Administration) americana. Por estos 

motivos, muchos de los sistemas de expresión desarrollados para la producción de proteínas 

heterólogas están basados en S. cerevisiae. Las limitaciones de este microorganismo se han 

puesto de manifiesto al aumentar de manera significativa el número de sistemas de expresión 

basados en levaduras no convencionales (no Saccharomyces), los cuales exhiben mejores 

prestaciones como productores de ciertas proteínas heterólogas. Entre estos nuevos 

microorganismos hospederos se incluyen Hansenula polymorpha, Pichia pastoris, Yarrowia 

lipolytica y Kluyveromyces lactis, los cuales constituyen la base de diversos procesos 

desarrollados a escala industrial (Buckholz y Gleeson, 1991; Gellisen y Hollenberg, 1997; 

Muller y col., 1998). 
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Tabla 2. Ventajas y desventajas de diferentes hospederos para la producción de proteínas recombinantes 

(Guerrero y col., 2004). 

 

 

BACTERIAS 

Escherichia coli 

VENTAJAS DESVENTAJAS 

Buen nivel de conocimiento sobre su fisiología y 

genética. 

Se cuenta con gran variedad de vectores de expresión 

y cepas mutantes. 

Fácil manipulación. 

Cultivos baratos con altas densidades celulares. 

Niveles moderados de producción de la proteína 

recombinante. 

Ineficiente secreción de la proteína al medio de 

cultivo. 

Formación de cuerpos de inclusión insolubles en el 

citoplasma celular. 

La síntesis de las proteínas heterólogas induce a un 

incremento de la proteólisis celular. 

Realiza pocas modificaciones postraduccionales. 

Generación de endotoxinas dañinas para la salud 

humana y animal. 

Bacillus subtilis 

Secreción de la proteína heteróloga Secreta una gran cantidad de proteasas afectando el 

rendimiento del producto recombinante. 

Dispone de pocos vectores de expresión y elementos 

promotores para la regulación de la expresión de los 

transgenes comparado con E. coli. 

Menor estabilidad genética de los plásmidos 

incorporaos en el hospedero. 

LEVADURAS 

Saccharomyces cerevisiae 

Sistema eucariota mejor caracterizado desde el punto 

de vista de la Biología Molecular y la Fisiología. 

Genoma totalmente secuenciado. 

Vectores de expresión y cepas disponibles. 

Manipulación sencilla a nivel de laboratorio e 

industrial. 

Cultivos baratos. 

Se producen altos niveles de la proteína recombinante. 

Realiza modificaciones postraduccionales. 

Es considerado como organismo GRAS. 

Produce hiperglicosilaciones. 

Baja eficiencia en la secreción de la proteína 

heteróloga. 

Pichia pastoris 

Emplea los promotores más fuertes y eficientemente 

regulados de los conocidos. 

Vectores de expresión y cepas disponibles. 

Manipulación sencilla a nivel de laboratorio e 

industrial. 

Secreción eficiente de la proteína heteróloga. 

Medios de cultivo son baratos y formulados libre de 

toxinas y pirógenos. 

Los cultivos alcanzan altas densidades celulares. 

Altos niveles de producción. 

Bajos niveles de secreción de proteínas endógenas 

facilitando la purificación de la proteína heteróloga. 

Realiza modificaciones postraduccionales. 

Produce patrones glicosilaciones no deseables para 

algunas proteínas. 

Actividad proteolítica 

Algunas proteínas no se producen de forma eficiente. 
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1.2 Sistema de expresión de Pichia pastoris. 

 

El sistema de expresión basado en la levadura metilotrófica Pichia pastoris ha ganado 

aceptación como hospedero para la producción de proteínas recombinantes (Romanos, 1995, 

Escamilla y col., 1999; Cereghino y Cregg, 2000). Pichia pastoris comparte las ventajas de 

fácil manipulación genética y bioquímica con S. cerevisiae pero supera a ésta de 10 a 100 

veces en los niveles de producción de proteínas heterólogas (Cregg  y col., 1993; Romanos, 

1995, Guerrero y Viader, 2003). Ambas levaduras se han utilizado en la producción de 

muchas proteínas eucariotas y en la mayoría de los casos la productividad de P. pastoris ha 

sido superior a la de S. cerevisiae (Romanos, 1995; Cereghino y Cregg, 2000). Pichia pastoris 

comparada con S. cerevisiae, presenta importantes ventajas para la expresión de proteínas 

heterólogas. En P. pastoris el promotor usado para transcribir genes heterólogos proviene del 

gen de la enzima alcohol oxidasa 1 (AOX1) de P. pastoris  cuya expresión es regulada por 

metanol. Este promotor es uno de los más eficientes y fuertemente regulados de los conocidos 

actualmente. Esta capacidad para mantener los cultivos con la expresión heteróloga “apagada” 

en ausencia de metanol es importante para minimizar el efecto tóxico que presentan muchas 

proteínas heterólogas sobre el hospedero (Cereghino y Cregg, 1999). Por otro lado, mientras 

que S. cerevisiae presenta dificultades para conseguir elevadas densidades celulares, P. 

pastoris es relativamente fácil de cultivar a densidades celulares de aproximadamente 100 g/L, 

en peso seco. Además, S. cerevisiae puede presentar baja eficiencia en la secreción de 

proteínas heterólogas (Cereghino y Cregg, 1999; Guerrero y Viader, 2003). Adicionalmente, 

la glicosilación en el proceso de postraducción en P. pastoris se lleva a cabo con 

oligosacáridos más pequeños que en S. cerevisiae, reduciendo los fenómenos de 

hiperglicosilación de muchas proteínas de eucariotas expresadas en este último sistema 

(Romanos, 1995, Higgins y Cregg, 1998). Cabe destacar los bajos niveles de secreción al 

medio de cultivo de proteínas endógenas en P. pastoris, lo cual supone una gran ventaja para 

la purificación de la proteína recombinante producida. Finalmente, el medio de cultivo 

empleado para el cultivo de P. pastoris en un biorreactor es una mezcla definida de sales, 

oligoelementos, biotina y fuente de carbono y nitrógeno que no resulta ser caro y puede ser 

formulado libre de toxinas y pirógenos (Higgins y Cregg, 1998, Guerrero y Viader, 2003). 
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Debido a las ventajas que presenta la levadura P. pastoris sobre otros microorganismos 

como se mencionó anteriormente, se eligió esta levadura para el presente trabajo. A 

continuación, se detallan aspectos generales del género Pichia. 

2. ASPECTOS GENERALES DEL GÉNERO Pichia. 

 

 Las levaduras metilotróficas fueron aisladas por primera vez en 1969 y su atractivo 

principal fue la producción de proteína celular simple (SCP) (Ogata y col., 1969; Spencer y 

col., 2002). El género Pichia pertenece a la familia Saccharomycetaceae, orden 

Saccharomycetales, clase Saccharomycetes, phylum Ascomycota, reino Fungi. Esta levadura 

presenta reproducción sexual con producción de ascosporas (4 esporas por asca, con baja 

viabilidad). En medio sólido forma colonias no filamentosas de color blanco o crema. Al 

microscopio se pueden observar múltiples yemas. 

 

 Al género Pichia pertenecen muchas especies, algunas asociadas con insectos y que se 

han aislado de lodos fundidos y galerías de coleópteros. Otras especies son cactofílicas, 

habitantes específicos de cactus e incluso se han encontrado formando asociaciones con 

Drosophila. Estas formas asociadas con insectos presentan ascosporas en forma de sombrero o 

hemisférica (saturnosporas). Algunas especies de este género pueden ser encontradas en 

diversos ambientes, incluyendo salmuera y fluidos de curtimbres. Dentro del género Pichia se 

encuentran especies tanto fermentativas como no fermentativas y se han encontrado varios 

tipos de coenzimas Q (CoQ7, CoQ8 y CoQ9) como intermediarias en la cadena de transporte 

de electrones, lo que muestra que el género es muy heterogéneo. 

2.1 Pichia pastoris. 

 

 La levadura metilotrófica  Pichia  pastoris es un poderoso sistema de expresión para la 

producción de proteínas recombinantes (Cereghino y Cregg 2000). En los últimos años, más 

de 500 proteínas se han clonado y expresado con este sistema (Cereghino y col. 2002). Las 

ventajas de este sistema incluyen potenciales de expresión (Rodriguez y col. 1994; Kobayashi 

y col 2000; Richter y col. 2006), secreción eficiente de la proteína extracelular (Peng y col. 

2004; Inan y col. 2006), modificaciones post-traduccionales como la glicosilación (Tsai y col. 
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2006) y el crecimiento de alta densidad celular en un medio definido (Cereghino y Cregg 

2000; Hong y col. 2002). La razón principal para que Pichia pastoris presente estas ventajas 

es la existencia del promotor de la alcohol oxidasa 1 (pAOX1), un promotor fuerte y bien 

regulado. El promotor AOX1 regula la expresión del gen de la alcohol oxidasa, la primera 

enzima en la vía del metabolismo del metanol, en el nivel de la transcripción, combinando la 

represión/depresión con un mecanismo de inducción por metanol. El promotor AOX1 se 

encuentra fuertemente reprimido cuando las células de Pichia se cultivan en presencia de 

glucosa u otras fuentes de carbono, pero la expresión del gen se induce más de 1000 veces 

cuando las células se trasladan a un medio que contiene metanol como única fuente de 

carbono (Cereghino y col. 2002). Para aprovechar esta circunstancia, la fermentación con 

Pichia tiene que ser dividida en dos fases: comúnmente, se utiliza el glicerol como sustrato de 

crecimiento en la primera fase de la acumulación de biomasa, mientras que en la segunda fase 

sólo se alimenta de metanol para inducir la expresión del gen adyacente al promotor pAOX1. 

Una alternativa a esta estrategia es una alimentación mixta por lote, que en algunos casos ha 

permitido aumentar considerablemente la productividad de los sistemas recombinantes de 

Pichia, especialmente los que exhiben un fenotipo Mut
S 

(utilización lenta de metanol) 

(Loewen y col., 1997; Xie y col., 2003). Con una alimentación mixta de glicerol/metanol, es 

posible tomar la ventaja de la utilización simultánea de estos sustratos y garantizar un buen 

crecimiento celular e inducir la expresión de la proteína heteróloga (Thorpe y col., 1999); sin 

embargo, el máximo nivel de expresión de la proteína no es alcanzado debido a la represión 

parcial del promotor AOX1 por incluso cantidades leves de glicerol residual. Mientras tanto, 

el control del proceso se complica más y es difícil en este caso para el co-consumo tanto de la 

represión por sustrato y el inductor. Para prevenir este problema, se ha investigado en la 

utilización de diferentes fuentes de carbono no represivas, como alternativa al glicerol, en el 

protocolo de fermentación mixta de alimentación para la producción de la proteína 

recombinante de P. pastoris (Thorpe y col., 1999; Xie y col., 2005). 

 

 Por el contrario, se ha hecho poco esfuerzo para explorar las posibilidades en la 

utilización de glucosa como sustrato de crecimiento a excepción del trabajo de Guo y col. 

(2007). Debido a la fuerte represión por la fuente de carbono, la glucosa se ha considerado 
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inviable para la fermentación de Pichia. Sin embargo, la glucosa sigue siendo una fuente de 

carbono atractiva debido a su precio mucho más bajo que el glicerol o el sorbitol. Como 

ejemplo, en la producción a escala industrial de fitasa de calidad con P. pastoris y Hansenula 

polymorpha, el costo de glicerol fue del 60% y 85%, respectivamente, del total de gastos de 

materias primas (Mayer y col. 1999). Económicamente, la glucosa puede ser una alternativa 

ideal de sustrato de crecimiento para sustituir el glicerol.  

 

 Pocos investigadores han estudiado la producción de biomasa utilizando Pichia 

pastoris en cultivo en medio sólido, salvo el reporte de López y col. (2009). En dicho estudio, 

la mayor producción de biomasa (55 g de peso seco celular/L) se obtuvo a las 200 h de 

cultivo, utilizando glicerol como fuente de carbono.  

 

 Como se mencionó anteriormente, debido a la represión en la inducción de la proteína 

heteróloga al cultivarse en glucosa u otras fuentes de carbono, el cultivo de P. pastoris se 

divide en dos etapas: 

 

 

Figura 1. Etapas de producción de una proteína heteróloga con Pichia pastoris. 

 

 En el presente trabajo únicamente se aborda la primera etapa del proceso de  

producción de una proteína heteróloga con P. pastoris, que es la acumulación de biomasa con 

Producción de 
proteína heteróloga 

con P. pastoris 

l.-Acumulación de 
biomasa 

Comunmente con 
glicerol 

ll.- Inducción de la 
proteína heteróloga 

Metanol 
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glucosa como única fuente de carbono y se realizó en cultivo en medio sólido utilizando 

espuma de poliuretano como soporte inerte.  

2.2. Metabolismo de Pichia pastoris. 

 

Aunque la red central metabólica es bastante similar para todas las cepas de levaduras, 

existen variaciones importantes con respecto a su regulación (Gancedo y col., 1989; Flores y 

col., 2000). Está bien documentado que durante el crecimiento aeróbico de Saccharomyces 

cerevisiae, el catabolismo de la glucosa y los azúcares están relacionados a un fuerte deterioro 

en la capacidad respiratoria (llamado Efecto Crabtree). En contraste, la mayoría de levaduras 

no-Saccharomyces crecen bajo condiciones aerobias en un modo respiratorio, es decir, 

equivalentes de reducción son utilizados para reducir el oxígeno a agua. De hecho, las 

variaciones en la regulación del metabolismo central de carbono en géneros no-S. cerevisiae  

son esencialmente inexplorados. Por otra parte, las investigaciones más amplias del 

metabolismo de aminoácidos han sido sólo para S. cerevisiae (Jones y Fink, 1982). En vista de 

la importancia de P. pastoris para la investigación de la biotecnología, este organismo 

representa un blanco obvio para los estudios de su metabolismo. 

 

2.2.1. Modelo de red de reacciones bioquímicas de P. pastoris. 

 

Debido a que el metabolismo central de carbono de P. pastoris no se ha caracterizado 

por completo, el modelo de red de reacciones bioquímicas tomado para la interpretación de 

datos fue el identificado para S. cerevisiae (Maaheimo y col., 2001; Fiaux y col., 2003), que 

también ha demostrado ser adecuado para P. stipitis (Fiaux y col., 2003). Tras analizar los 

datos publicados (Gancedo y col., 1968; Gancedo y Serrano 1989), sólo se añadió la vía para 

el metabolismo de glicerol (Figura 2). Este implica la fosforilación de glicerol por una glicerol 

citosólica quinasa a 3-fosfoglicerol que posteriormente se oxida por una fosfato 

oxidorreductasa ubiquitona mitocondrial (membrana) FAD-dependiente de glicerol, a fin de 

producir dihidroxiacetona fosfato. La dihidroxiacetona fosfato generada sirve para la síntesis 

tanto de piruvato como la gluconeogénesis (Gancedo y Serrano, 1989). En principio, el ciclo 

de glioxilato también tuvo que ser incluido (se indica en gris en la Figura 2). Las dos 
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reacciones características de este ciclo son catalizadas por la malato sintetasa (MS) y la 

isocitrato liasa (ICL), que están sujetas a represión catabólica en S. cerevisiae (Gancedo y 

Gancedo, 1997). Notablemente, la represión se produce en menor medida en S. cerevisiae 

cuando crece en un medio que contiene una fuente de carbono no fermentable, tal como 

glicerol como única fuente de carbono (Fernández y col., 1993; Schöler y Schüller, 1994). 

Aunque ICL y MS son probablemente citosólicas en S. cerevisiae (Gancedo y Serrano, 1989), 

se supone que se encuentran en los peroxisomas en las levaduras metilotróficas tal como P. 

pastoris (Bruinenberg y col., 1989). Sin embargo, el patrón del marcador de 
13

C derivado a 

partir de la acción del ciclo del glioxilato y el flujo de salida de oxaloacetato (OAA) de la 

mitocondria no lo puede distinguir (Fiaux y col., 2003). Por lo tanto, el intercambio de OAA 

entre el citosol y las mitocondrias se consideró también que podría ocurrir de forma 

bidireccional, como fue discutido para levaduras que crecen en cultivos de quimiostatos 

limitados de glucosa (Fiaux y col., 2003). Se debe tener en cuenta que el intercambio de los 

intermediarios de C4 en el citosol y las mitocondrias puede ocurrir a través de cualquiera de 

los mecanismos de transporte de los intermediarios del ciclo del ácido tricarboxílico (TCA), 

por ejemplo, el transportador succinato-fumarato (Palmieri y col., 1997; Palmieri y col., 1999), 

o transportadores mitocondriales redox, por ejemplo el transportador malato-oxalacetato, el 

transportador malato-aspartato y el transportador malato-piruvato (Bakker y col., 2001). 

 

La red se basa en las redes identificadas para S. cerevisiae (Maaheimo y col., 2001) y 

P. stipitis (Fiaux y col., 2003) y en la literatura sobre el metabolismo de P. pastoris (Gancedo 

y col., 1968; Gancedo y Serrano, 1989). El metabolismo central de carbono de P. pastoris se 

secciona en subredes citosólicas y mitocondriales. Además, las reacciones del ciclo del 

glioxilato se supone que residen en los peroxisomas en la levadura metilotrófica como P. 

pastoris. Debido a que las reacciones del glioxilato no pueden ser identificadas con la 

estrategia empleada con marcador 
13

C (sus reacciones se representan en gris en la Fig. 2). Los 

aminoácidos y los fragmentos de carbono originarios a partir de un intermediario clave del 

metabolismo central de carbono están representados en cajas rectangulares. Las líneas finas 

entre los átomos de carbono de aminoácidos denotan enlaces carbono que se forman entre los 

fragmentos procedentes de diferentes moléculas precursoras, mientras que las líneas gruesas 
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indican conectividades de carbono intacto en los fragmentos resultantes de una sola molécula 

precursora. Los esqueletos de carbono de los productos intermediarios de la glicólisis, ciclo 

TCA y vía de las pentosas fosfato están representados por círculos, cuadrados y triángulos, 

respectivamente.  

 

Figura 2. Red de vías bioquímicas activas construida para células de P. pastoris creciendo con glicerol o glucosa 

como única fuente de carbono (Fiaux y col., 2003).  

La numeración de los átomos de carbono se refiere a los átomos correspondientes en la molécula precursora. 

Abreviaturas: AcCoA, acetil-coenzima A, DHAP, dihidroxiacetona fosfato; E4P, eritrosa 4-fosfato; F6P, fructosa 

6-fosfato; Fum, fumarato; G6P, glucosa 6-fosfato; Glc, glucosa; Glyox, glioxilato; G3P gliceraldehído 3-fosfato; 

3PG, 3-fosfoglicerato; Mae, enzima málico; Mal, malato; OAA, oxaloacetato; 2Og, 2-oxoglutarato; PYR, 

piruvato; PEP, fosfoenolpiruvato; S7P, seduheptulose-7-fosfato; Ser, serina; Suc, succinato. Para AcCoA, Fum, 

OAA, PYR y Succ citosólico (CYT) y mitocondrial (mt) se indican por separado. 
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2.2.2. Metabolismo del glicerol en P. pastoris. 

 

 El glicerol es un polihidroxi alcohol que se puede utilizar como una fuente de carbono 

y energía por las levaduras. Los pasos que se llevan a cabo una vez que entra el glicerol a la 

célula son los siguientes: se fosforila por la glicerol quinasa y se forma glicerol-3-fosfato 

(G3P). Posteriormente, ocurre la oxidación del G3P a DHAP, debida a la acción de la enzima 

dependiente de FAD, la glicerol-3-fosfato deshidrogenasa. Finalmente, la DHAP continúa la 

segunda fase de la glucólisis hasta obtener ácido pirúvico. El piruvato es oxidado a acetil-CoA 

y alimenta el ciclo de los ácidos tricarboxílicos del cual se obtiene GTP, NADH + H
+
 y 

FADH2, estos dos últimos se utilizan para generar ATP mediante la cadena transportadora de 

electrones y fosforilación oxidativa (Ratledge, 2001; Ren y col., 2003). 

 En el género Pichia (P. sorbitophyla) se ha descrito un sistema de transporte activo de 

glicerol muy similar al de S. cerevisiae (Lages y Lucas, 1995), en el cual el glicerol puede 

penetrar al interior celular mediante tres mecanismos: a) difusión pasiva, b) difusión facilitada 

y c) transporte activo. La difusión pasiva de glicerol es medible, pero baja, y esta se reduce en 

condiciones donde las células crecen con una alta osmolaridad. Otros autores concluyen que el 

estrés osmótico afecta a las propiedades físico-químicas de la membrana plasmática, lo cual 

podría explicar los cambios en la permeabilidad (Brown, 1974; Sutherland y col., 1997; 

Gancedo, 1998). La difusión facilitada está mediada por canales de glicerol, estos juegan un 

papel fundamental en el control intracelular de la concentración de este sustrato (Sutherland y 

col., 1997). Las levaduras también cuentan con un sistema de toma activa de glicerol vía 

simporte (con Na
+
 o H

+
) (Lages y Lucas, 1995; Lucas y col., 1990). 

3. Fisiología de levaduras en relación al rendimiento de biomasa. 

 

El rendimiento de biomasa (g de biomasa producida por g de sustrato consumido) 

puede ser un factor importante en procesos industriales. Un alto rendimiento de biomasa es 

especialmente importante cuando el precio de la materia prima (por ejemplo, la fuente de 

carbono) constituye una gran parte de los costos del producto final. Además, cualquier mejora 

en el rendimiento disminuye la demanda de oxígeno y reduce la producción de calor. Esto 

tiene un impacto en el precio del producto ya que los costos de oxígeno y de refrigeración son 
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de los más significativos en los procesos a gran escala. Alternativamente, en algunos procesos 

es necesario mantener una formación de biomasa mínima, a fin de lograr una conversión 

máxima de la fuente de carbono en productos extracelulares como el etanol o ácido cítrico 

(Verduyn, 1991). 

El límite estequiométrico para la producción de biomasa (asimilación máxima de la 

fuente de carbono) es determinado por la cantidad de CO2 gastado en el anabolismo y la 

cantidad de fuente de carbono requerido para la generación de NADPH. Este límite puede 

alcanzarse estequiométricamente cuando las levaduras utilizan formatos como una fuente de 

energía adicional. En resumen, los factores que afectan a la producción de biomasa se discuten 

a continuación (Verduyn, 1991): 

- La energía necesaria para la formación de la biomasa (YATP). Depende fuertemente de la 

naturaleza de la fuente de carbono. 

- Composición celular. La composición macroscópica de la biomasa y, en particular el 

contenido en proteínas, tiene un efecto considerable sobre el requerimiento de ATP para la 

formación de biomasa. Por lo tanto, la determinación del contenido de proteína de la biomasa 

es relevante en los estudios de la bioenergética. 

- Transporte de la fuente de carbono. Transporte activo (es decir, que requiere energía), que 

ocurre para azúcares y polioles, pueden contribuir al cálculo teórico del ATP requerido para la 

formación de biomasa. 

- Relación P/O. La eficiencia en la generación de energía mitocondrial tiene un fuerte efecto 

sobre el rendimiento celular. La relación P/O es determinada en un grado importante por el 

número de sitios translocadores de protones en la cadena respiratoria mitocondrial. 

- Mantenimiento y factores ambientales. Los factores como el estrés osmótico, metales 

pesados, O2 y presiones de CO2, temperatura y  pH afectan el rendimiento de las levaduras. 

Varios mecanismos pueden estar involucrados, a menudo afectando las necesidades 

energéticas de mantenimiento. 
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- Metabolitos como etanol y ácidos débiles. El etanol aumenta la permeabilidad de la 

membrana plasmática, mientras que los ácidos débiles pueden actuar como conductores de 

protones. 

- Contenido de energía del sustrato de crecimiento. Algunas veces se predice el rendimiento 

de biomasa mediante la correlación del contenido de energía de la fuente de carbono 

(representado por el grado de reducción) para la producción de biomasa o el porcentaje de 

asimilación de la fuente de carbono.  

3.1. Transporte de azúcares. 

 

Un parámetro que afecta tanto a la exigencia de ATP para la asimilación y el 

rendimiento de ATP para la desasimilación, es la energía requerida para el transporte de la 

fuente de carbono.  

La absorción de los azúcares en levaduras puede ocurrir por difusión facilitada y/o por 

transporte activo a través de un mecanismo de simporte proton-azúcar  (Romano, 1986). En 

general se supone que en Saccharomyces cerevisiae la captación de glucosa se produce a 

través de la difusión facilitada (Lang y Cirillo, 1987; Romano, 1982). Sin embargo, 

dependiendo de las condiciones de crecimiento, se han reportado al menos dos portadores de 

glucosa con diferentes Km (Postma y col., 1989b) en S. cerevisiae en condiciones limitantes de 

glucosa. En Candida utilis, en cultivo con limitación de glucosa,  aparecen dos “proton-

symporters” con diferentes valores de Km, así como un portador por difusión (Postma y col., 

1988). A concentraciones elevadas de glucosa, la síntesis de estos portadores se regula por las 

condiciones de crecimiento. Cuando la glucosa está presente en exceso, la síntesis de los 

mecanismos de simporte se reprime (Postma y col., 1988; Peinado y col., 1989).  

3.2. Efecto de los subproductos en el rendimiento de biomasa. 

 

3.2.1. Alcoholes. 

 

La producción de etanol no es deseable en procesos comerciales en los que un máximo 

rendimiento de biomasa es importante, por ejemplo la producción de levadura de panadería. 

Saccharomyces cerevisiae puede exhibir el efecto llamado Crabtree: la generación de ácidos 
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y/o alcoholes bajo condiciones aeróbicas (Van Dijken y Scheffers, 1986). Este fenómeno 

ocurre en quimiostatos limitados de azúcar a una tasa de dilución "crítica”, el valor de la cual 

es fuertemente dependiente de la cepa (Alexander y Jeffries, 1990). En S. cerevisiae CBS 

8066 la tasa de dilución crítica fue tan alta como 0.38 h
-1

 (Postma y col., 1989), mientras que 

para otras cepas la formación de etanol comienza entre las tasas de dilución de 0.25 y 0.30 h
-1

 

(Alexander y Jeffries, 1990). 

Aparte de la pérdida de carbono, el etanol también puede interferir con el metabolismo 

celular. La inhibición de crecimiento de la levadura y la fermentación de etanol ha sido un 

tema importante en la literatura (D'Amore y Stewart, 1987). La mayoría de las observaciones 

sobre el efecto de etanol sugieren un aumento en la permeabilidad de la membrana, dando 

lugar a fugas de amino ácidos (Salgueiro, 1988), el realce del efecto de desacoplamiento del 

acetato (Pampulha y Loureiro, 1989), la disipación de la fuerza protón-motriz (PMF) a través 

de la membrana plasmática (Cartwright y col., 1986) y la inhibición de algunas enzimas, en 

particular la ATPasa de la membrana plasmática (Cartwright y col., 1987). La inhibición 

propuesta de la ATPasa de la membrana plasmática (Cartwright y col., 1987) ha sido 

cuestionada por Petrov y Okarokov (1990). Experimentos con vesículas de membrana 

plasmática de S. carlbergensis indicó que el PMF a través de la membrana plasmática 

disminuyó  en presencia de etanol pero que esto no era debido a la inhibición de la ATPasa. Se 

sugirió que la permeabilidad de la vesícula a los protones se aumentó en presencia de etanol. 

Rosa y Sá-Correia (1991) encontraron la inhibición de la ATPasa de membrana plasmática en 

concentraciones de etanol superiores al 3% en volumen. Sin embargo, concentraciones más 

altas de etanol (6-8% v/v) elevaron el nivel de la actividad de ATPasa de membrana 

plasmática, compensando así la inhibición de la enzima por el etanol. Además, hay una clara 

diferencia entre la permeabilidad de la membrana plasmática de S. cerevisiae cuando crece en 

cultivo batch o quimiostato. En este último, la permeabilidad pareció no ser afectada por la 

exposición al etanol hasta 10% v/v (Jones y Greenfield, 1987). La inhibición directa o 

inactivación de las enzimas citosólicas sólo parece ocurrir en concentraciones altas de etanol, 

en el orden de 15% v/v (Pascual y col., 1988). Esta concentración es aproximadamente el 

límite que puede ser tolerado por la mayoría de las cepas de Saccharomyces cerevisiae. Se ha 
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demostrado que el aumento aparente en el flujo pasivo de protones (como se sugiere por una 

caída en el pH intracelular) después de un suministro de etanol para S. cerevisiae se debe (al 

menos en parte) a la formación de ácido acético, lo que resulta en una disminución transitoria 

en el pH intracelular (Loureiro y Santos, 1990). 

Desafortunadamente, existen pocos datos cuantitativos sobre el efecto del etanol en la 

producción de biomasa. En cultivos en lote de S. cerevisiae crecido en glucosa suplementado 

con etanol, el rendimiento de biomasa comenzó a disminuir a concentraciones de etanol 

superiores al 4% (Rosa y Sá-Correia, 1991).  

Algunos autores reportaron efectos tóxicos del etanol, en particular, de la inhibición de 

la fermentación. Por ejemplo, se ha demostrado que la adición de biotina (Winter y col., 1989) 

o magnesio (Dasari y col., 1990) puede aliviar el efecto aparente de inhibición por etanol. 

Además, se ha observado que el etanol añadido es menos tóxico que el etanol producido 

endógenamente (Novak y col., 1981) lo cual ha llevado a sugerir que muchos de los efectos 

atribuidos originalmente al etanol se deben a otros metabolitos, tales como alcoholes más 

largos (Okolo y col., 1987) o ácidos débiles (Viegas y col., 1985). 

3.2.2. Ácidos débiles. 

 

La producción de ácidos débiles es un evento normal durante el crecimiento de 

levaduras, incluso bajo condiciones limitadas de carbono. El ácido acético es de los productos 

más conocidos formados durante el cultivo de levaduras. La formación de ácido acético se ha 

demostrado en condiciones aerobias y anaerobias limitadas de glucosa en S. cerevisiae 

(Postma y col., 1989; Verduyn y col., 1990b). El ácido acético es formado a partir de piruvato 

a través de la piruvato descarboxilasa y acetaldehído deshidrogenasa (Figura 3). En principio, 

el acetato puede ser convertido en acetil-CoA por la acetil-CoA sintetasa. Sin embargo, esta 

última enzima está sujeta a la represión por glucosa. Esto da como resultado un aumento de la 

producción de acetato en función de la limitación de glucosa en quimiostatos con S. cerevisiae 

CBS 8066 (Postma y col., 1989). Se ha demostrado una relación entre la cantidad de acetato 

producido en dos cepas de S. cerevisiae durante cultivos anaerobios en quimiostato y la 

cantidad de acetaldehído deshidrogenasa (s) y acetil-CoA sintetasa (Verduyn y col., 1990b). 



 

21 

 

Una observación común en cultivos es que la presencia de ácido acético coincide con un 

aumento en la velocidad de fermentación (Pons y col., 1986; McDonald y col., 1987). En 

cultivos aerobios limitados de glucosa en quimiostato con S. cerevisiae, la aparición de ácido 

acético coincidió con un aumento en la tasa de respiración (Postma y col., 1989a). Esto sugiere 

que los ácidos débiles pueden desacoplar la generación de energía de la formación de biomasa. 

 

Figura 3. Ruta de la formación y consumo de acetato en levaduras (Verduyn, 1991). 

Enzimas: pdc: piruvato descarboxilasa; acaldh: acetaldehído deshidrogenasa; as: acetilCoA sintasa. 

 

El mecanismo de desacoplamiento por ácidos débiles se muestra esquemáticamente en 

la Figura 3. Los ácidos débiles no metabolizables entran en la célula por difusión pasiva en su 

forma no disociada ya que la tasa de consumo depende del pH (Pampulha y Loureiro 1989; 

Viegas y col., 1989). Una vez dentro de la célula, el ácido se disocia debido al pH 

relativamente alto del citosol. Esto significa que, en efecto, los ácidos débiles actúan como 

conductores de protones. Si este proceso continúa sin cesar, se colapsa el ∆pH a través de la 

membrana plasmática y hará que el pH intracelular sea similar al pH externo. Por lo tanto, los 

protones tienen que ser eliminados a través de la ATPasa de la membrana plasmática, que 

requiere la hidrólisis de ATP. Para proporcionar este ATP, es necesario un aumento de la 

respiración y/o fermentación (dependiendo de las condiciones de crecimiento). El destino del 

anión no es totalmente claro. En general se supone que la membrana es impermeable a los 

aniones. Por lo tanto, la acción de los ácidos débiles es diferente a la de desacopladores 'reales' 
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como el 2,4-dinitrofenol (DNP), que son permeables tanto en la forma no disociada y 

disociada. Esto permite ciclos rápidos de estos compuestos a través de las membranas, lo que 

lleva a la disipación de componentes de la fuerza protón-motriz  tanto de la química (∆pH) y 

eléctrica (∆Ψ) Sin embargo, se ha sugerido que el flujo de salida de algunos ácidos, 

incluyendo benzoato y sorbato, puede producirse a través de un sistema de transporte activo 

aún no resuelto (Warth 1988, 1989). 

 

De acuerdo con el mecanismo descrito anteriormente, la captación y desacoplamiento 

de ácidos débiles debe ser mínima a altos valores de pH externo, en la que los ácidos débiles 

son casi completamente disociados. Esto fue confirmado en un experimento (Verduyn) en el 

que 5 mM de benzoato de metilo (un ácido débil no metabolizable) se añadió al quimiostato 

con medio limitado de glucosa en un cultivo aeróbico de Hansenula polymorpha. El 

rendimiento de biomasa en presencia de benzoato fue dependiente del pH del cultivo. A pH 

7.1 el rendimiento de un cultivo de control (sin benzoato) y un cultivo con benzoato fueron 

similares. El pH más bajo en el que fue posible alcanzar un estado estable en presencia de 

benzoato fue de 5.4. En este pH, el benzoato causó una disminución del 50% del rendimiento 

de biomasa. El rendimiento del cultivo sin benzoato no se vio afectado en este intervalo de pH 

(Figura 4).  

La tasa de absorción de ácidos débiles depende de la longitud de la cadena del ácido 

(Warth, 1989). Aparte de un efecto sobre la fuerza protón-motriz, la acumulación de los ácidos 

dentro de la célula también puede inhibir diversos procesos celulares. Pampulha y Loureiro-

Dias (1990) han estudiado el efecto del ácido acético sobre la actividad de enzimas glicolíticas 

en S. cerevisiae. Las concentraciones de ácido acético requerido para inhibir enzimas 

glicolíticas en un 50% difieren de 0.12 M a más de 1 M, dependiendo de la enzima ensayada. 
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Figura 4. Representación esquemática del desacoplamiento de la membrana plasmática por los ácidos débiles 

(Verduyn, 1991). 

(1): ATPasa de membrana plasmática. (2): formación de ATP mediante la fosforilación del sustrato y (3): 

formación de ATP a través de la respiración. 

 

Como la formación de subproductos tóxicos, tales como ácido acético, es generalmente 

proporcional a la concentración de biomasa, los problemas derivados de la acumulación de 

estos compuestos son más probables que ocurran en cultivos de alta densidad celular. Además, 

el desacoplamiento ácido no es necesariamente debido a la producción de compuestos 

endógenos. Sustratos complejos de crecimiento pueden contener ácidos. Por ejemplo, la 

melaza, que se utiliza como sustrato en la producción comercial de levadura de panadería, 

puede contener los ácidos acético, láctico y butírico (Essia-Ngang y col., 1989; Beudeker y 

col., 1990). Si estos ácidos actúan de verdad como desacopladores probablemente depende en 

un grado importante (aparte del pH del cultivo) de la tasa de crecimiento impuesta. A una 

mayor tasa de dilución  (flujos altos de glucosa) las enzimas que participan en la oxidación del 

ácido acético pueden ser reprimidas (Postma y col., 1989a) y por lo tanto el ácido acético no 

puede ser co-utilizado con el (los) azúcar (es). Los efectos desacoplantes de los ácidos 

orgánicos, con frecuencia en combinación con un bajo pH, pueden ser útiles para mejorar los 

rendimientos del producto en procesos en los que no se requiere un alto rendimiento de 

biomasa, por ejemplo, en la producción de ácido cítrico (Linton y Centeno, 1989). 

3.3 Energía de mantenimiento y factores ambientales. 

 

Durante mucho tiempo se ha establecido que una fracción de la energía generada en el 

catabolismo se utiliza en procesos distintos a la formación de la biomasa, llamada energía de 
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mantenimiento (Pirt, 1965). Los procesos involucrados pueden ser, entre otros, la rotación de 

las macromoléculas y el mantenimiento homeostático celular (Tempest y Neijssel, 1984). El 

mantenimiento se determina generalmente a partir de gráficas de 1/Y frente a 1/D, en la que Y 

puede representar el rendimiento de fuente de carbono, oxígeno o ATP (este último valor 

usualmente se obtiene a partir de experimentos en quimiostato). Se ha postulado por Neijssel y 

Tempest (1976) que también puede ocurrir un crecimiento dependiente de energía de 

mantenimiento. 

 Generalmente, los coeficientes de mantenimiento de levaduras con diversas fuentes de 

carbono parecen ser pequeños como puede verse a partir de los listados por Roels (1983), 

Goldberg (1985) y Stouthamer y van Verseveld (1987). El efecto de mantenimiento en los 

rendimientos de crecimiento de Saccharomyces cerevisiae en cultivo limitado de glucosa en 

quimiostato fue calculado por Roels (1981). Parece que la producción de biomasa de levaduras 

se ve menos afectada por el mantenimiento que en bacterias, que generalmente tienen un 

coeficiente de mantenimiento mucho mayor (Stouthamer y van Verseveld, 1987). 

En muchos casos no ha sido posible determinar el mantenimiento (Verduyn y col., 

1990a). Esto no es sorprendente en vista de los grandes cambios que pueden ocurrir en la 

composición de las células. 

Los requerimientos de energía de mantenimiento probablemente son afectados por el 

pH, temperatura, estrés osmótico, etc. Una interpretación clara reportada del efecto de estos 

parámetros ambientales se ve obstaculizada por el hecho de que muy pocos estudios han sido 

llevados a cabo en cultivos con quimiostato. Muchos estudios sólo comparan las tasas de 

crecimiento máximas en cultivos en lote, y no proporcionan información sobre el rendimiento 

de la biomasa. En los siguientes párrafos, se da una visión general de algunos factores 

ambientales que afectan la producción de biomasa, así como su modo general de acción 

(Verduyn y col., 1990a).  

3.3.1. Estrés osmótico. 

 

Tradicionalmente, se ha centrado una considerable atención en la osmoregulación en 

los microorganismos (Vreeland, 1987). Cuando se añaden altas concentraciones de sal al 
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medio de crecimiento, el agua de las células se pierde y se da una acumulación intracelular de 

solutos que se produce con el fin de restaurar el equilibrio osmótico (Higgins y col., 1987). La 

concentración de sal intracelular se mantiene a una concentración más baja que en el medio. El 

principal osmoregulador en Saccharomyces cerevisiae parece ser el glicerol, mientras que en 

algunas otras levaduras tanto el glicerol como el arabinitol son producidos intracelularmente 

bajo estrés salino (Reed y col., 1987; Meikle y col., 1988; Jovall y col., 1990). Durante el 

cultivo en lote de S. cerevisiae bajo estrés osmótico, 29% (g/g) la glucosa se convierte en 

glicerol (Larsson y Gustafsson, 1987). Watson (1970) presentó datos sobre el crecimiento 

anaerobio de S. cerevisiae en presencia de NaCl. Demostrando que el requerimiento de 

energía de mantenimiento se cuadruplica en presencia de NaC1 1M. En contraste con muchos 

otros estudios anteriores sobre energética, el YATP fue calculado correctamente, es decir, fue 

corregido para la producción de glicerol que requiere una entrada neta de 1 ATP/glicerol 

formado de acuerdo con la ecuación: 0.5 glucosa + ATP + NADH     glicerol + NAD
+
. 

En algunas especies osmotolerantes se ha demostrado un transporte activo de glicerol, 

impulsado por Na (Lucas y col., 1990; Van Zyl y col., 1990). Estas levaduras convierten una 

fracción más pequeña de glucosa a glicerol, y una parte importante del glicerol es retenido 

dentro la célula, a diferencia de la situación con S. cerevisiae. La adición de desacoplantes 

como el 2,4-dinitrofenol (DNP) da como resultado un flujo de salida de glicerol (Van Zyl y 

col., 1990). 

 Maiorella y col., (1984) mostraron que la adición de sales a un cultivo limitado de 

glucosa en quimiostato de S. cerevisiae da como resultado una disminución en los 

rendimientos, el aumento de la fermentación y el aumento de la producción de glicerol. 

3.3.2. Presiones de oxígeno y dióxido de carbono. 

 

Las altas presiones parciales de O2 y CO2 por lo general afectan la fisiología y el 

rendimiento de los microorganismos (Onken y Liefke, 1989). El estrés por O2 puede ser 

debido a la formación de superóxido o radicales hidroxilo. Los radicales superóxido se forman 

durante la respiración (Cadenas y col., 1983; Nohl 1986). Éstos pueden ser convertidos en 

H2O2 a través de superóxido dismutasas que, en formas diferentes, se producen tanto en el 
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citosol y en las mitocondrias de las levaduras (Chang y Kosman 1989). Posteriormente, el 

H2O2 puede ser degradado por peroxidasas y catalasas. En levaduras, la enzima mitocondrial 

citocromo c peroxidasa (CCP) tiene probablemente una de las principales funciones en la 

desintoxicación de H2O2 (Verduyn y col., 1988a). La desintoxicación de H2O2 mediada por 

catalasa es probablemente limitada a H2O2 generado en los peroxisomas por varias oxidasas. 

La actividad catalasa no es esencial para la eliminación de los H2O2 como se demostró por el 

hecho de que los mutantes catalasa-negativos de Hansenula polymorpha son capaces de crecer 

sobre mezclas de glucosa/ H2O2 en quimiostato (Verduyn y col., 1988a). También mutantes 

catalasa-negativos de S. cerevisiae pueden crecer en ácido oleico, el cual es metabolizado a 

través de una oxidasa peroxisomal productora de H2O2 (Veenhuis y col., 1987). En la Tabla 3 

se muestra un listado de algunos de los radicales libres y las reacciones de generación de H2O2 

y los mecanismos de defensa.  

Tabla 3. Reacciones de producción de radicales de oxígeno y su desintoxicación en levaduras (Verduyn, 1991). 

 

 

 

Se ha demostrado que la mitocondria de levadura puede producir H2O2, probablemente 

con O2- como un intermedio, aunque a una tasa baja de 2 nmol.min
-1

mg de proteína 

mitocondrial
 
(Boveris 1978). Debido a la presencia de CCP en las mitocondrias, esta tasa ha 

sido subestimada. La descomposición de H2O2 por CCP afecta la producción de biomasa, 

como los electrones son aceptados en el nivel de citocromo c y por lo tanto se pasa por alto el 

complejo de citocromo c oxidasa, reduciendo así la relación  P/O. En la Tabla 4  se muestra el 

efecto del H2O2 en la producción de biomasa con limitación de glucosa de H. polymorpha. 

Mediante el aumento en la adición de cantidades de H2O2 en el medio, progresivamente más 

oxígeno se sustituye como un aceptor de electrones por H2O2. La concentración residual de 

H2O2 en el fermentador fue baja (<0.5 mM). Sin embargo, se calculó que el efecto negativo 

del H2O2 en la producción de biomasa fue mayor de lo esperado si sólo la relación el P/O se 

redujo, debido a una derivación parcial de la translocación de protones en el sitio III. Por lo 

Reacción Enzima Localización 

O2 + e  → O2
-
 Varias Cadena transportadora de electrones 

2 O2
-  

+2H
+
  → O2 +  H2O2 Superóxido dismutasas Citosol y mitocondria 

2 H2O2   → O2 + 2 H2O Catalasa Peroxisomas 

2Cit c
2+

 + H2O2 →   2Cit c
2+

 + H2O Citocromo c peroxidasa Mitocondria 
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tanto, a pesar de su baja concentración en el fermentador, el H2O2 afectó a la fisiología 

(Verduyn y col., 1991b). La reducción de H2O2 puede ser acoplado a una oxidación anaerobia 

de etanol, lo que demuestra que el H2O2 puede funcionar como un aceptor de electrones 

(Verduyn, 1991).  

Tabla 4. Efecto del H2O2 en el rendimiento celular en cultivos limitados de glucosa en quimiostato de Hansenula 

polymorpha ATTCC 46059 a un ratio de dilución de 0.10 h-1 (Verduyn, 1991). 

 

 

 

 

 

 

La susceptibilidad de los microorganismos a altas presiones parciales de O2 y/o 

radicales de O2 es generalmente estudiada por aireación con O2 puro o la adición de 

compuestos de O2 que generan radicales (Carr y col., 1986). El sofocamiento del cultivo en 

quimiostato de Saccharomyces cerevisiae con O2 al 100% resultó en una disminución en el 

rendimiento de 25-40% y un aumento de la actividad de la enzima superóxido dismutasa total 

(Lee y Hassan, 1987). El rendimiento de biomasa con limitación de glucosa de S. cerevisiae 

CBS 8066 disminuyó en un 24% durante el crecimiento con una presión parcial de O2 de 60% 

a una tasa de dilución de 0.10 h
-1

 (Verduyn y col., 1991b). También las especies de Candida 

son sensibles a las presiones mayores de O2. El rendimiento del crecimiento-etanol de 

Candida utilis fue fuertemente reducido por una presión de pO2> 350 mbar (Paca y Gregr, 

1979). En otra cepa de Candida (Onken y Liefke, 1989) el rendimiento de biomasa disminuyó 

a 0 entre una saturación de O2 de 210 mbar (es decir a un 1 bar de presión de aire) y 500 mbar. 

Estos datos indican que las tensiones de oxígeno disuelto que son ligeramente superior a 210 

mbar pueden disminuir considerablemente el rendimiento de biomasa.  

 

El efecto del CO2 en la fisiología de las levaduras y en el rendimiento de producción de 

biomasa ha sido estudiado por Jones y Greenfield (1982) y Onken y Liefke (1989). Parte del 

efecto tóxico puede ser debido a la disociación de CO2 a HCO3
-
. Este compuesto inhibe 

Concentración acumulada de 

H2O2 

(mM) 

Rendimiento 

(g.g glucosa 
-1

) 

0 0.44 

100 0.39 

170 0.34 

220 0.30 
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numerosas enzimas, incluyendo enzimas del ciclo TCA como la succinato deshidrogenasa 

(Jones y Greenfield 1982) y puede afectar la permeabilidad de la membrana plasmática. Hay 

pocos datos disponibles sobre el efecto del CO2 en el rendimiento de producción de biomasa 

en levaduras, la mayoría de los estudios se han centrado en la reducción de µmáx en cultivos en 

lote. Cultivos aerobios de Saccharomyces cerevisiae en lote alimentado tuvieron una 

reducción en el rendimiento a presiones de CO2 superiores a 350 mbar (Chen y Gutmanis, 

1976), pero la reducción en el rendimiento fue sólo el 10% a una pCO2 de 500 mbar. 

En cultivos de alta densidad celular, tal como se utilizan en muchos procesos 

comerciales, se pueden dar lugar a problemas relacionados con la presión de gas. La aireación 

con aire a veces es insuficiente para garantizar las condiciones aeróbicas. En este caso, el O2 

es mezclado con aire o lo sustituye. Bajo estas condiciones, la concentración alta de O2  puede 

dar lugar a la formación de especies reactivas de O2 (ROS). Los efectos del CO2 se pueden 

esperar cuando el CO2 no es despojado y se acumulan en el sistema. De hecho, los factores 

negativos que afectan los rendimientos de biomasa han sido utilizados exitosamente para 

aumentar la conversión del producto. Por ejemplo, el rendimiento de la producción de ácido 

cítrico por cepas de Aspergillus y  de Candida tropicalis se podría mejorar por presiones altas 

de oxígeno. 

3.3.3. Temperatura. 

 

A menudo, se deduce en la literatura sobre microbiología que la temperatura óptima de 

crecimiento es la temperatura a la que la tasa de crecimiento es más alta (Stanier y col., 1987).  

A altas temperaturas el coeficiente de mantenimiento de Escherichia coli en diversas 

fuentes de carbono, aumentó 7 a 10 veces cuando la temperatura de crecimiento fue 

aumentada de 30 a 40 °C. Al parecer, el incremento cambió el material celular, pero no fue la 

causa principal del aumento observado en el mantenimiento (Wallace y Holms 1986). 

También en el crecimiento en metanol de Hansenula polymorpha, incrementos en la 

temperatura de cultivo resultó en un incremento en el coeficiente de mantenimiento (Heijnen y 

Roels, 1981). 
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Un análisis detallado del efecto de la temperatura sobre el crecimiento de levaduras ha 

sido realizado por Van Uden (1984). Las altas temperaturas suelen dar lugar a pequeñas 

mutantes, y puede afectar la permeabilidad de la membrana plasmática. Por lo tanto, un efecto 

sobre el rendimiento se puede esperar como resultado de una disminución en la eficiencia de 

generación de energía y un aumento en el mantenimiento. Además, se ha sugerido que una 

disminución en el rendimiento a altas temperaturas puede ser debido a la desasimilación de la 

glucosa por una fracción inviable del cultivo (Van Uden y Madeira, 1976). Los efectos 

negativos de las altas temperaturas sobre el crecimiento se han mejorado en presencia de 

alcoholes (Van Uden 1984) y ácidos, incluyendo ácido octanoico (Sá-Correia, 1986) y ácido 

acético (Pinto y col., 1989).   

La composición de la biomasa puede variar significativamente con la temperatura de 

crecimiento. Los datos de Harder y Veldkamp (1967) para una bacteria, que puede ser típica 

para los microorganismos en general, mostró que el contenido de proteínas y de ARN de 

biomasa fueron mínimas a una temperatura óptima de crecimiento, pero aumentó 

considerablemente a niveles inferiores y superiores de temperatura. También para C. utilis, se 

ha demostrado que el contenido de ARN y proteína aumenta cuando la temperatura de cultivo 

se reduce de 30 a 20 °C (Brown y Rose, 1969). En un estudio sobre S. cerevisiae, Parada y 

Acevedo (1983) demostraron que el contenido de ARN incrementa al aumentar la temperatura 

de cultivo. En Trichosporon cutaneum, el contenido de ARN y proteína fue menor a la 

temperatura óptima de crecimiento (Fiechter y col., 1989). 

3.3.4. pH. 

 

Las levaduras son capaces de mantener más o menos constante el pH citosólico con el 

pH extracelular en un rango de 3.5-9 (Höfer y col., 1985; Warth 1988; Viegas y Sá-Correia, 

1991). La ATPasa de la membrana plasmática juega un papel central en la homeostasis del pH 

(Serrano, 1988). Durante el crecimiento en medios con amortiguador a pH 3.5  se observó un 

aumento de 2-3 veces en la actividad de la ATPasa de la membrana plasmática en 

comparación al crecimiento a pH 5-6 (Eraso y Gancedo 1987). Mutantes de S. cerevisiae con 

una reducción en la actividad de la ATPasa de la membrana plasmática, fueron más sensibles a 
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un crecimiento a pH bajo, así como al efecto de la adición de ácido acético (que puede bajar el 

pH citosólico) en comparación con la cepa silvestre (Vallejo y Serrano, 1989).  

El rendimiento de biomasa en cultivos en quimiostato es a menudo independiente del 

pH del medio durante un cierto rango, como se muestra, por ejemplo, para Kluyvermyces 

marxianus (Rouwenhorst y col., 1988) y S. cerevisiae (Verduyn y col., 1990b). A valores de 

pH más bajos el rendimiento disminuye. El contenido de proteína de S. cerevisiae es 

independiente del pH, por lo tanto, la disminución en el rendimiento no es probablemente 

debido a un cambio en la composición de la biomasa. Una disminución en el rendimiento 

puede ser debido a un mayor flujo pasivo de protones a un pH más bajo. Hay poca 

información acerca de la permeabilidad pasiva de protones de la membrana plasmática de las 

levaduras. Verduyn y col., (1990a) han demostrado que existe una correlación aparente entre 

el pH del cultivo y el mantenimiento anaerobio en quimiostato en condiciones limitadas de 

glucosa de S. cerevisiae CBS 8066 y H1022. Esta correlación fue calculada suponiendo que la 

energía requerida para la formación de la biomasa (por ejemplo, YATP max experimental) es 

constante. La energía de mantenimiento así calculada aumentó fuertemente con la disminución 

del pH del cultivo y alcanzó un máximo de aproximadamente 12 mmoles ATP.g
-1

.h
-1

. Cuando 

se grafica la energía de mantenimiento versus el logaritmo del pH del cultivo resulta una línea 

recta (Verduyn y col., 1990a). Esto sugiere que el grado de desacoplamiento es una función 

lineal de la concentración de protones. Algunas observaciones particulares se han hecho para 

el crecimiento de Trichosporon cutaneum como una función del pH del cultivo (Fiechter y 

col., 1989). Esta levadura pareció ser muy sensible al pH externo: el rendimiento disminuyó 

linealmente entre pH 6 y 3.5 durante el crecimiento aerobio con limitación de glucosa. 

Curiosamente, la composición celular se vio afectada significativamente por la disminución 

del pH del medio, con un aumento del 25% en el contenido de proteínas y RNA (Fiechter y 

col., 1989). Los efectos combinados de temperatura y pH en el rendimiento de biomasa de S. 

cerevisiae TBPM 14 en quimiostato en cultivo limitado de glucosa fueron examinados por 

Eroshin y col., (1976). Durante un intervalo de pH de 2-7 y un rango de temperatura de 22-35 

°C el rendimiento de biomasa máximo para esta cepa fue encontrado a un pH de 4.1 y 28.5 °C. 
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4. CULTIVO EN MEDIO SÓLIDO. 

 

 El cultivo en medio sólido (CMS) se define como el cultivo de microorganismos en 

soportes sólidos húmedos, ya sea en soportes inertes o en sustratos insolubles que además 

pueden ser utilizados como fuente de carbono y energía (Hölker y col., 2004). La 

fermentación se lleva a cabo en presencia de bajo contenido de agua libre, aunque el sustrato 

debe poseer suficiente humedad para soportar el crecimiento y metabolismo del 

microorganismo. Esto se acerca al ambiente natural al cual los microorganismos están 

adaptados (Pandey 2003). Entre las aplicaciones del CMS se encuentra la producción de 

metabolitos secundarios, aflatoxinas, enzimas y cultivo de hongos, entre otras (Hölker y col. 

2004). Publicaciones reportadas en producción de enzimas por hongos filamentosos han 

mostrado mayores rendimientos de producción de biomasa y enzimas por CMS, en 

comparación con el cultivo sumergido (Viniegra y col., 2003). 

 

Doelle y col., (1992) mencionan que las principales ventajas de utilizar el CMS son: 

a) La baja actividad del agua es de gran ayuda para evitar las contaminaciones, especialmente 

de bacterias y levaduras. 

b) La concentración natural del sustrato permite utilizar reactores más pequeños en 

comparación con los utilizados en otro tipo de fermentación, ya que se obtiene mayor 

productividad volumétrica. 

c) La aireación forzada se ve facilitada por la porosidad del soporte, lo que permite una alta 

transferencia de oxígeno al microorganismo, etc. 

 

Este sistema posee también algunas limitaciones (Hesseltine, 1972; Shankaranand y 

col., 1992), destacándose la carencia de métodos fiables para la caracterización del 

crecimiento en los soportes sólidos. La heterogeneidad y la naturaleza complicada de los 

materiales de uso común como superficies para el crecimiento interfieren con la determinación 

precisa del mismo, y por lo tanto de los parámetros del proceso. Pocos estudios han descrito la 

cinética de crecimiento de hongos en los sistemas de CMS, aunque algunos de ellos lo han 

hecho mediante el monitoreo en línea de CO2 (Saucedo y col., 1992) y la medición del 
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contenido de componentes estructurales, tales como proteínas, glucosamina y ergosterol 

(Desgranges y col., 1991). 

 

En todo proceso hay un equipo crítico donde se forman los productos a obtener, en este 

caso el equipo donde se lleva a cabo el cultivo es llamado “biorreactor” el cual proporciona las 

condiciones de operación adecuadas para que el microorganismo produzca el compuesto 

bioactivo deseado.  

4.1 Biorreactores para cultivo en medio sólido. 

 

 La última  década ha sido una de las más importantes para el desarrollo en el diseño, 

operación y escalamiento de biorrectores para el cultivo en medio sólido. Los tipos de 

biorreactores mas estudiados han sido los de bandeja y los de tambor rotatorio y desde hace 

pocos años se han introducido nuevos tipos de biorreactores en cultivo en medio sólido 

denominados de cama empacada o columna de lecho fijo. 

 

 Algunos de los biorreactores utilizados a escala laboratorio son cajas de Petri y 

matraces Erlenmeyer. Estos son utilizados por su simplicidad, los cuales no operan con 

aireación ni agitación forzada, en ellos solamente es controlada la temperatura del cuarto de 

incubación. 

 

 Dentro de los procesos de cultivo en medio sólido existen actualmente dos categorías: 

a) escala laboratorio en las cuales utilizan pequeñas cantidades de medio sólido hasta pocos 

kilogramos, y b) escala piloto y escala industrial en donde se utilizan desde kilogramos hasta 

toneladas (Tabla 5). En la primera categoría existen muchos diseños de biorreactores, los 

cuales llegan a ser muy sofisticados, mientras que en la segunda categoría es poca la variedad 

de biorreactores utilizados y, sólo algunos de los biorreactores a nivel industrial pueden operar 

en condiciones estériles. 
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Tabla 5. Clasificación y diferencias en biorreactores a nivel laboratorio, piloto e industrial (Ruíz y col., 2007). 

 
  

En el presente trabajo se decidió evaluar la producción de biomasa de P. pastoris en 

biorreactor de columna-charola, debido a su ventaja económica y capacidad de transferencia 

de oxígeno.  

4.1.1. Biorreactor columna-charola. 

 

Diseño  realizado en el Departamento de Investigación en Alimentos de la Universidad 

Autónoma de Coahuila, el cual consiste en una columna de 13 pulgadas de altura y un 

diámetro de 10 pulgadas (Figura 5). En su interior se encuentran 8 charolas perforadas, las 

cuales tienen una capacidad de 140 mL cada una. La transferencia del O2 es por burbujeo a 

través de un distribuidor de aire, permitiendo la transferencia de flujo de 194 mL/min. La 
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temperatura es regulada por una chaqueta de enfriamiento y/o calentamiento, por lo que es 

posible controlar y medir los cambios de temperatura. Bajo este sistema se permite una mejor 

distribución de O2 por aireación hacia las charolas (Ruiz, 2004). 

 

Figura 5. Biorreactor columna- charola para CMS (Ruíz y col., 2007). 

(1) Entrada de aire estéril, (2) entrada de agua estéril, (3) distribuidor de aire, (4) entrada para el termómetro, (5) 

charola, (6) chaqueta para el control de temperatura, (7) columna de acrílico, (8) entrada de agua, (9) salida de 

agua. 

  

Existe un gran interés por llevar a cabo diseño de biorreactores a nivel laboratorio que 

puedan ser escalados para su uso a nivel industrial, por lo que se han llevado a cabo 

investigaciones para determinar los aspectos de ingeniería que afectan al cultivo en medio 

sólido ya que es un sistema denominado de las tres E´s: energético, económico y ecológico 

(Raghavarao y col., 2003).  

 

 Sin embargo, los avances en el diseño de equipos que permitan el desarrollo de un 

cultivo en medio sólido han sido pocos y variados en cuanto a sus características, debido al 

principio fundamental de trabajar con matrices sólidas que limitan la predicción de parámetros 

transcendentales como el oxígeno y la temperatura. Siendo de gran relevancia el combinar el 
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desarrollo de biorreactores nobles para CMS con los estudios llevados a cabo para un mayor 

entendimiento de los fenómenos de transporte que afectan el diseño de los sistemas 

fermentativos. Por lo tanto, se han desarrollado modelos de sistemas en medio sólidos, 

buscando cuantificar las variables que permitan optimizar el bioproceso. Sin embargo, aún no 

han sido aplicados para la construcción de biorreactores a escala industrial (Mitchell y col., 

2003) debido a que es necesario crear los equipos con mayor automatización. 

 

 Aunque es bien sabido que los sistemas de cultivo en medio sólido difícilmente 

desbancarán a los sistemas líquidos, por los costos a nivel industrial que estos involucrarían, el 

diseño de biorreactores permitirá tener otras alternativas tecnológicas para las futuras 

empresas biotecnológicas de México y el mundo (Aguilar y col., 2003). 
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JUSTIFICACIÓN 

 

La demanda de proteínas recombinantes terapéuticas de consumo humano se ha 

convertido en una realidad comercial y ha aumentado dramáticamente durante los últimos 

años, salvando un número incontable de vidas gracias a la casi accesibilidad ilimitada de estas 

proteínas. Más de 80 proteínas recombinantes están aprobadas para consumo humano. Aunque 

mucho se ha avanzado, la producción de proteína recombinantes constituye un campo que 

necesita ser mucho más estudiado, más aún cuando los precios de muchos de estos 

medicamentos son altos y de difícil acceso en países en vías de desarrollo. 

 

Una de las estrategias  que se deberá seguir debe estar encaminada a desarrollar nuevos 

procesos más eficientes y menos costosos de producción de proteínas recombinantes. Por ello, 

en el presente trabajo se propone el cultivo en medio sólido (CMS) como alternativa para la 

producción de proteínas recombinantes debido a las ventajas que ofrece en comparación con el 

cultivo sumergido en la producción de biomasa y enzimas (Viniegra y col., 2003).  Además, el 

CMS favorece el transporte y asimilación de oxígeno por los microorganismos. Por ello, se 

decidió utilizar espuma de poliuretano (EPU) como soporte inerte en el CMS, ya que presenta 

una relación área/volumen 100 veces mayor a la que tienen los sistemas de cultivo líquido en 

matraz Erlenmeyer. 

 

Considerando la relevancia que está teniendo Pichia pastoris en la producción de 

proteínas recombinantes en gran cantidad de sectores industriales, (farmacéutico, agropecuario 

y alimentario, entre otros) junto con la ausencia de artículos que aborden esta área de 

investigación, nos condujo a desarrollar este trabajo que permitiera establecer un sistema para 

la producción de levadura (primera etapa de producción de proteína recombinante)  en CMS 

usando placas de EPU como soporte.  
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HIPÓTESIS  

 

 

 

 

 El uso de capas finas de poliuretano como soporte para el crecimiento de Pichia 

pastoris favorecerá la transferencia de oxígeno y, por consiguiente, la producción de biomasa 

en condiciones de cultivo en medio sólido. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

  

 Desarrollar un sistema de producción de levadura en cultivo en medio sólido usando 

placas de espuma de poliuretano. 

 

 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  
 

 

 

1.- Determinar la humedad crítica y la capacidad de retención de agua de la espuma de 

poliuretano. 

 

 

2.- Diseñar las condiciones de operación para los estudios de crecimiento de Pichia pastoris 

en cultivo en medio sólido sobre espuma de poliuretano. 

 

 

3.- Evaluar el efecto del grosor de las placas de espuma de poliuretano y la concentración 

inicial de glucosa (50 a 150 g/L) sobre la producción de biomasa de Pichia pastoris.
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MATERIALES Y MÉTODOS 
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1. Microorganismo.  

 Se utilizó una cepa de la levadura Pichia pastoris que fue proporcionada por la Dra. 

Elba Villegas de la UAEM. 

 

2. Conservación de la cepa.  

 2.1. A corto plazo. 

Se propagó la cepa en tubos inclinados con medio YM. Después de la inoculación, se 

incubó a 30 ºC durante 3 días, posteriormente se conservó a 4 °C por un periodo no mayor a 7 

días. 

2.2. A largo plazo. 

Se propagó la cepa en un matraz Erlenmeyer de 125 mL con 30 mL de medio de 

cultivo YPD (Cancino y col., 2008). Después de la inoculación se incubó a 30 ºC durante 24 h 

a 150 rpm; posteriormente, se centrifugó y se liofilizó utilizando como acarreador  leche 

descremada al 10%. 

 

3. Soporte.  

 Se usó como soporte inerte espuma de poliuretano (EPU) en forma de tiras delgadas 

con un espesor de 0.3 a 0.7 cm. La EPU se lavó previamente con agua caliente (60 ºC), 

después con agua destilada a temperatura ambiente, se secó a 60 ºC y se conservó a resguardo 

de la luz.  

 

4. Medios de cultivo.  

Medio YM en g/L: extracto de levadura, 3; extracto de malta, 3; peptona, 5; glucosa, 

10 y agar, 20 en agua destilada. 

Medio YPD en g/L: extracto de levadura, 10; peptona, 10 y glucosa, 10 en agua 

destilada (Cancino y col., 2008). 

 Medio para CMS. En una primera etapa se usó el medio reportado por Hang y col. 

(2009). El medio se compone en (g/L): glucosa 50; (NH4)2SO4, 2; KH2PO4, 1.2; 

MgSO4·7H2O, 0.47; CaCl2·2H2O, 0.036 y 1.2 mL/L de solución de elementos traza. La 

solución de elementos traza se compone de CuSO4, 0.6%; KI, 0.008%; MnSO4, 0.3%; 
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Na2MoO4, 0.02%; H3BO3, 0.002%; CoCl2, 0.05%; ZnCl2, 2%; FeSO4·7H2O, 6.5%. El pH del 

medio se ajustó a 5.5 con H2SO4  al 10 %.  

 

Sin embargo, debido a problemas asociados a la disminución importante del pH se 

realizaron estudios de composición del medio de cultivo. Como resultado de ello, se obtuvo el 

siguiente medio que fue utilizado para los estudios de crecimiento en medios con diferentes 

concentraciones de glucosa: glucosa 50; (NH4)2SO4, 8.78; Urea, 2.85; KH2PO4, 6.6; K2HPO4, 

6.6; MgSO4·7H2O, 0.47; CaCl2·2H2O, 0.036, extracto de levadura, 0.5; solución de elementos 

traza, 1.2 mL/L; biotina, 1 mL/L; solución amortiguadora citrato-fosfato. El pH del medio se 

ajustó a 5.5 con H2SO4  al 10 %. 

 

5. Producción del inóculo. 

 Primeramente, se inoculó por estría un tubo inclinado con medio YM a partir de un 

tubo con la cepa propagada proveniente del cepario de la Planta piloto de fermentaciones 

sólidas de la UAM-I. Este tubo se dejó crecer durante 3 días a 30 °C y se utilizó como inóculo. 

Para ello, se agregaron 3 ml de solución fisiológica estéril (NaCl al 0.9 %) al tubo y se agitó 

perfectamente. Se realizó una dilución 1:100 de la suspensión del inóculo y se contaron las 

células en la cámara de Neubauer. Se realizaron los cálculos correspondientes de tal manera 

que el inóculo fuera de 2x10
7 

células por gramo de espuma de poliuretano (cél/g EPU). 

 

 6. Curva estándar de células. 

 Las células obtenidas en el tubo inclinado (sección anterior) se recuperaron, se 

centrifugaron y se resuspendieron en solución fisiológica (NaCl 0.9%, p/v). A la suspensión 

obtenida se le realizaron diluciones sucesivas, a las cuales se les midió la densidad óptica a 

600 nm y se utilizó agua destilada como blanco. Con base en los datos obtenidos, se 

establecieron los parámetros de la curva estándar, para la posterior cuantificación de la 

biomasa celular. 
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7. Caracterización del EPU. 

 

7.1. Capacidad de retención de agua (u). 

Se utilizaron cuadros de EPU de 2x2 cm. Cada uno de los cuadros se pesó en la 

balanza. Se adicionó 50 mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL de 

capacidad y se agregaron 10 cuadros de un mismo espesor, se hizo lo mismo para los otros dos 

espesores. Los cuadros de EPU se presionaron con una superficie plana, hasta retirar el aire 

contenido en los poros y se dejaron hidratar durante 10 min. Una vez que los cuadros estaban 

completamente hidratados, se sacaron con una pinza y se pesaron uno por uno en la balanza. 

Se realizaron 10 repeticiones para cada espesor. 

 

7.2. Curvas de secado del EPU. 

Se utilizaron cuadros de EPU de 1x1 cm. Se adicionó 50 mL de agua destilada en un 

vaso de precipitado de 250 mL de capacidad y se agregaron los cuadros. Se presionaron con 

una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y se dejaron hidratar durante 10 

min. Una vez que los cuadros estaban completamente hidratados, se sacaron con una pinza y 

se colocaron uno por uno en la termobalanza. La curva de secado se realizó con el método 2, 

que consiste en secar a una temperatura de 130 °C hasta 90 s de peso constante. La curva de 

secado se realizó por triplicado para cada espesor de EPU. 

 

7.3. Actividad del agua en el EPU. 

Se utilizaron círculos de EPU de 3 cm de diámetro y 0.7 cm de espesor. Se adicionó 50 

mL de agua destilada en un vaso de precipitado de 250 mL de capacidad y se agregaron los 

círculos. Se presionaron con una superficie plana hasta retirar el aire contenido en los poros y 

se dejaron hidratar durante 10 min. Una vez que los círculos estaban completamente 

hidratados, se sacaron uno por uno y se pusieron en una charola de aluminio. Posteriormente, 

la charola se metió a la estufa a una temperatura de 60 °C y se sacaron 2 círculos cada 30 min, 

hasta cumplir 300 min. Al sacar cada círculo, éste se colocó dentro de un estuche con tapa y se 

dejó enfriar durante 5 min. El análisis de actividad de agua se realizó para cada círculo en un 

equipo llamado Aqualab. Se hizo por duplicado para cada tiempo. 
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8. Modelo experimental. 

 Cada unidad experimental (UE) se formó de 3 placas de EPU (previamente 

esterilizadas en la autoclave, 15 min a 15 lb) de 10x3 cm dentro de una columna de vidrio, las 

cuales se separaron utilizando mallas plásticas (figura 6b)  (previamente esterilizadas en la 

autoclave, 15 min a 15 lb) de tal manera que permitieran el flujo de aire a través de las placas. 

A las placas se les adicionó el medio de cultivo previamente inoculado. Las UE se incubaron a 

30ºC y se les colocó a la entrada un humidificador de aire.  

 

Figura 6. Diseño del sistema en columna para el  CMS. 

a).-Unidad experimental, b) Separación de las placas de EPU con una malla plástica, c) malla plástica porosa. 

 

9. Cultivo en medio sólido en reactor de columna. 

 

 A continuación se describe el procedimiento que se siguió con el objetivo de evaluar el 

crecimiento de Pichia pastoris en el reactor de columna. 

 

9.1. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del grosor de la placa de poliuretano sobre 

el crecimiento de Pichia pastoris. 

 

 Se utilizaron tiras de EPU de 10x3 cm de tres diferentes espesores (0.3, 0.5, y 0.7 cm). 

Se ensayaron 3 concentraciones iniciales de glucosa (50, 100 y 150 g/L). Los cultivos se 

dividieron por concentración, se realizaron 3 cultivos en tiempos distintos, se ensayó una 

misma concentración inicial de glucosa en los tres espesores de EPU por cultivo. Una vez 

preparado el medio, éste se colocó en un matraz Erlenmeyer de capacidad de 125 mL y se 

esterilizó en autoclave. Posteriormente, se agregó una relación medio (mL)/ EPU (g) de 15 por 

cada placa de EPU. Se colocaron 3 placas de EPU con una misma concentración dentro de una 

a) 

b) c) a) 
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columna de vidrio. Cada condición se realizó por duplicado. En total se realizaron 6 columnas 

para cada concentración inicial de glucosa. Las columnas se colocaron horizontalmente en un 

cuarto de temperatura controlada a 30°C. A cada columna se le colocó un humidificador de 

aire con un flujo de aire de 50 mL/min aproximadamente. Durante todo el periodo de 

incubación se analizaron en línea el flujo de aire y las concentraciones de O2 y CO2 a la 

entrada y salida de las columnas de fermentación mediante un metabolímetro. En todos los 

casos los cultivos se detuvieron cuando cesó la producción de CO2. 

 

10. Procesamiento de muestras. 

 Cada muestra proveniente de las UE se procesó de la siguiente manera. Se extrajo una 

placa de EPU para análisis de humedad y dos placas se utilizaron para análisis de glucosa y 

pH. Para ello, cada placa se cortó en 4 partes y se colocaron dentro de un tubo para centrífuga 

de 50 mL y se le agregó 40 mL de agua desionizada. Se agitó vigorosamente con un vórtex 

por 1 min. Se tomó una muestra de 1 mL y se colocó en un tubo Eppendorf. Se centrifugó a 

10000 rpm por 3 min. El precipitado se resuspendió en solución fisiológica (NaCl al 0.9%) y 

se estimó la concentración celular por turbidimetría. El sobrenadante se utilizó para análisis de 

glucosa, HPLC y pH. 

 

11.  Métodos analíticos.  

 

11.1. Determinación de biomasa por turbidimetría. 

 Al precipitado que se resuspendió en solución fisiológica obtenido en la sección 9 se le 

midió la densidad óptica a 600 nm en un espectrofotómetro (se realizó la dilución 

correspondiente). Con los datos obtenidos en esta sección y los de la curva estándar de 

biomasa se realizaron los cálculos necesarios para posteriormente obtener la concentración 

celular para cada placa de EPU en la UE. 

 

11.2 Determinación de glucosa. 

 La determinación de glucosa se llevó a cabo mediante el kit enzimático SPINREACT.  

1 
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-Estándar: Se realizó una dilución 1:10 del estándar original del kit, adicionando a 4.5 mL de 

agua destilada 0.5 mL del estándar de glucosa, quedando una concentración final de 0.1 

mg/mL. 

 

Posteriormente, se realizó la dilución 1:100 para cada muestra,  para el método 

enzimático se colocaron 100 µl de cada muestra (dilución) en un tubo de ensaye respectivo, 

también se agregaron 100 µl del estándar (por triplicado)  y a cada tubo se le agregó 1 mL del 

reactivo. Se agitó en vórtex y se dejó reaccionar por media hora. Transcurrido el tiempo se 

leyó en un espectrofotómetro (Shimadzu UV 1800) a 505 nm. 

 

11.3. Determinación de humedad. 

 Se determinó la humedad de la placa de EPU de la materia húmeda en una 

termobalanza (Ohaus®). La determinación de humedad se realizó a 130 ºC hasta obtener el 

peso constante. 

 

11.4. Determinación de pH. 

El sobrenadante obtenido de la sección de procesamiento de muestras se utilizó para el 

análisis de pH mediante el uso de un potenciómetro. 

 

11.5. Determinación por HPLC. 

El sobrenadante obtenido de la sección de procesamiento de muestras se utilizó para el 

análisis de compuestos por medio de HPLC (Perkin Elmer®). Se utilizó una columna de 

ácidos orgánicos (Aminex® HPX-87H) y se operó a las siguientes condiciones: fase móvil: 

5mM H2SO4 a un flujo de 0.6 mL/min, a una temperatura de 65 °C. 

 

12.  Cálculo de parámetros cinéticos. 

 

12.1. Rendimiendo (Yx/s).  

Una vez analizadas las muestras de biomasa producida y sustrato residual al final del 

cultivo. Se realizaron los siguientes cálculos: 
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   ⁄  
     

     
 

Donde: 

Xo = biomasa inicial 

Xf = biomasa final 

So = sustrato inicial 

Sf = sustrato final 

 

12.2. Tasa específica de producción de CO2 (µm). 

Se realizó el cálculo con los datos experimentales arrojados por el metabolímetro y la 

ayuda de una hoja de cálculo. Se graficaron los valores observados de la integral de CO2 Vs 

tiempo y la curva obtenida se ajustó a una curva dada por la ecuación logística, se obtuvieron 

los valores calculados, con éstos valores y con el programa Solver se estimó la µm. 

 

12.3. Fase lag del crecimiento de P. pastoris. 

Una vez obtenida la gráfica de la integral de CO2 Vs tiempo, se calculó la pendiente de 

la fase exponencial y la intersección con el eje horizontal. Para obtener el valor de la fase lag, 

se dividió el valor de la intersección entre el valor de la pendiente. 

 

12.4. Coeficiente respiratorio (CR). 

El CR se calculó dividiendo los valores de la derivada del CO2 producido entre los 

valores de la derivada del O2 consumido. 
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1. CARACTERIZACIÓN DEL SOPORTE INERTE (EPU) 
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1.1. Capacidad de retención de agua. 

 

Esta parte inicial del trabajo experimental se realizó para determinar la capacidad de 

retención de agua, u, definida en Materiales y Métodos, y la cinética de secado de placas de 

EPU de diferente grosor. La Fig. 7a muestra las micrografías del EPU dónde todas las celdas 

poliméricas están completamente conectadas entre sí. Pero, en las micrografías, 7b, 7c y 7d se 

observan zonas con celdas rotas o desconectadas. Una observación de las placas indicó que las 

zonas externas con rupturas tenían una profundidad menor de la distancia, d = 0.05 cm.  

a, b) 

 

 

c, d) 

 

 

 

Figura 7. Micrografías de EPU. 

a) Forma de los poros intactos, b, c y d) Ruptura de los poros en la superficie. 

 

Como el agua sólo se deposita en forma de meniscos en celdas bien conectadas, se 

consideró que las placas con ancho, A; largo, B, y espesor, h, tendrían un volumen total: 

 

       

 

Pero como la profundidad, d, de la zona destruida es más o menos uniforme, se puede 

calcular el volumen efectivo, VE. 

 

   (    )(    )(    ) 
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Por lo tanto, la fracción, f, del volumen total, que puede retener agua sería: 

  
(    )(    )(    )

   
 

Suponiendo que el EPU tiene una máxima capacidad de carga, umax, la capacidad 

relativa u sería: 

      
(    )(    )(    )

   
 

Si consideramos que, d, es mucho menor que A ó B, el valor de u puede ser 

aproximada por la siguiente función: 

      (  
  

 
) 

De forma que u se aproxima al eje horizontal cuando h  2d y u  umax cuando h >> 

2d. La Fig. 8 muestra la curva teórica con d = 0.026 cm y umax = 74.5 gH2O/gEPU. Esta curva 

se hizo pasar por los 30 valores experimentales expresados por medio de círculos. 

 

Figura 8. Capacidad de retención de agua, u, en placas de EPU. 

La curva teórica (- - -) indicó, umax = 74.5 g H20/ g EPU y d = 0.026 cm con R
2
 = 0.60. El modelo lineal (−−−) 

ofreció una mejor correlación (R
2
 = 0.76). La curva interrumpida indica la extrapolación del modelo como 

hipótesis indicativa. 
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 El coeficiente de correlación entre la curva teórica y los datos no fue muy alto (R
2
 = 

0.59), pero puede servir para dar una idea del orden de magnitud de umax. Sin embargo, la 

extrapolación sugiere que al reducir el espesor, h < 0.3 cm, de las placas, se reducirá mucho el 

valor de u y cuando la placa sea muy delgada (h  .052 cm) no habrá retención del agua, 

porque todo el polímero tendrá celdas abiertas en las que casi no se formarán meniscos. 

 

Este factor no es tomado en cuenta en la mayor parte de los experimentos de 

fermentación con EPU pues se utilizan cubos con arista h = 0.5 cm. En ese caso la fracción útil 

sería: 

  
(    ) 

  
 (  

  

 
)
 

       

 

Lo cual corresponde a un volumen sin agua del 28% del volumen de los cubos 

utilizados. 

 

Estos resultados sobre la distribución del agua en la EPU están relacionados con los 

obtenidos en las secciones subsiguientes, lo cual será comentado en su oportunidad. 

 

1.2. Curvas de secado. 

Para determinar la humedad crítica de las tiras de EPU con diferente espesor se 

realizaron curvas de secado (Fig. 9). Los datos obtenidos no permiten identificar el valor de 

humedad crítica del poliuretano; ya que no se observó la transición de velocidad de secado 

constante a la de secado decreciente. Se puede asumir que la humedad inicial del EPU está por 

debajo de la humedad crítica y por ello sólo se observa la velocidad decreciente en donde la 

velocidad de secado es mayor a la velocidad de traslado del agua interior a la superficie del 

EPU debido a la porosidad del material. 

 

 Para caracterizar la curva de secado se utilizó una curva de saturación tipo Langmuir. 

Por ello se buscó utilizar otros parámetros como la Vmax y Ks para caracterizar el secado en el 

EPU.  
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Figura 9. Curvas de secado de EPU con diferente espesor. 

(     0.3 cm,     0.5 cm,      0.7 cm) 

 

En la Figura 10 se representan las curvas que relacionan a la velocidad de secado con 

la carga de agua, u (g H2O/ g EPU). Estas curvas fueron seguidas de cerca por funciones de 

Langmuir, con velocidad máxima, Vmax, y constante de saturación, Ksat. Pero estos parámetros 

fueron función del espesor, h, de la placa: 

 

  
     

      
 

 

Los datos mostraron funciones lineales decrecientes en el espesor de la placa, h, tanto 

de Vmax como Ksat. Aunque el nivel de correlación fue mayor para Vmax vs. h (espesor). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

Figura 10. Parámetros Vmax y Ksat para caracterizar el secado en el EPU. 
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Este resultado es congruente con un modelo en el cual el agua se evapora con más 

facilidad en láminas delgadas de EPU, porque el área específica ( = A/V) es mayor. Lo cual 

se ilustra por la siguiente relación: 

 

  
 (   )     

   
  [

 

 
 
 

 
]  

 

 
 

 

Esta relación muestra que,, disminuye cuando h aumenta. Como la evaporación es un 

fenómeno de superficie, su velocidad máxima, Vmax, será proporcional al área específica, , y 

por lo tanto decrecerá al aumentar el espesor de la placa. 

 

1.3. Actividad de agua. 

 El agua es el solvente en donde ocurren las reacciones químicas y enzimáticas de la 

célula y es indispensable para el desarrollo de los microorganismos. La actividad de agua (Aw) 

del medio representa la fracción molar de las moléculas de agua totales que están disponibles, 

y es igual a relación (/o) que existe entre la presión parcial de vapor de la solución () 

respecto a la del agua pura (o). 

El valor de la Aw nos da una idea de la cantidad de agua disponible metabólicamente. 

Variaciones en la actividad de agua pueden afectar la tasa de crecimiento, la composición 

celular y la actividad metabólica del microorganismo, debido a que si no disponen de 

suficiente cantidad de agua libre (no asociada a solutos, ni al soporte de crecimiento) en el 

medio necesitaran realizar más trabajo para obtenerla y disminuirá el rendimiento del 

crecimiento.  

La gran mayoría de los microorganismos requieren valores de Aw altos para poder 

crecer. De hecho, los valores mínimos de actividad de agua para diferentes tipos de 

microorganismos son los siguientes: bacterias Aw>0.90, levaduras Aw>0.85, hongos 

filamentosos Aw>0.80.  
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Debido a la importancia de la Aw en el crecimiento de los microorganismos, se decidió 

evaluar si existe una interacción entre el soporte de cultivo y el agua que pudiera afectar la 

disponibilidad del agua para el microorganismo.  

En la figura 11 se presenta la actividad de agua en función del contenido de humedad 

de las placas de EPU.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Actividad de agua de las placas de EPU en función del contenido de  humedad. 

 

Con los resultados obtenidos de la Aw, se realizó un ajuste del cual obtuvimos el valor 

de Awmax=1.012, valor que solo puede ser de 1 y la diferencia se debió al error experimental, 

también se obtuvo un valor de K = 0.00473 (g H2O/g EPU) el cual equivale a la cantidad de 

humedad a la mitad de la Awmax. Este resultado indica que la EPU puede adsorber cantidades 

muy bajas de humedad (u < 50 mg H20/g EPU). Cuando u es mayor, (u > 0.25 g H20/g EPU) 

prácticamente toda el agua se encuentra en forma libre. La Fig. 7 muestra que el agua se 

encuentra repartida en meniscos con un espesor pequeño. Por lo tanto, este sistema de cultivo 

no concuerda con la definición usual, atribuida a Moo-Young y col., (1984) que definieron a 

los cultivos sobre sustratos sólidos como los que se desarrollan en “ausencia de agua libre”. 

Sin embargo, la EPU ha sido considerada desde hace más de 20 años como un sistema de 

fermentación sobre sustrato sólido. En este trabajo confirmamos que la mayor parte del agua 

presente en la EPU se encuentra “libre” es decir, con una actividad igual a la unidad. 
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Con base en los resultados obtenidos de la capacidad de retención de agua y de la Aw, 

en la siguiente etapa se evaluará el crecimiento de P. pastoris sobre espuma de poliuretano 

considerando estos dos factores físicos de la EPU. 
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2. CRECIMIENTO DE Pichia pastoris EN CULTIVO EN MEDIO SÓLIDO SOBRE 

ESPUMA DE POLIURETANO 
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 Una vez  que se determinó la capacidad de retención de agua y la actividad de agua de 

la EPU, se prosiguió a realizar los experimentos para evaluar el crecimiento de Pichia pastoris 

sobre espuma de poliuretano. 

 

2.1 Composición del medio de cultivo. 

 En este capítulo se evaluó el crecimiento de P. pastoris empleando el medio de cultivo 

reportado por Hang y col. en 2009, modificado. 

 

2.1.1 Curva estándar de biomasa. 

Para determinar la concentración celular en la suspensión obtenida después de la 

extracción de las células de las tiras de EPU, se realizó una curva estándar de densidad óptica 

a 600 nm versus la concentración celular (Fig. 12). Se obtuvo una respuesta lineal hasta una 

concentración celular de 0.165 g/L. Por ello, en todos los casos, la densidad óptica se midió a 

valores no mayores a 0.6. La curva de ajuste presenta una pendiente de 3.66 DO L/g,  la cual 

será usada en posteriores análisis de biomasa por turbidimetría. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 12. Curva estándar de producción de biomasa de P. pastoris. 

 (R
2
=0.99) 

  

  2.1.2. Producción del inóculo de Pichia pastoris. 

 

  Para los estudios de CMS se decidió inocular con una suspensión celular obtenida 

en un cultivo en medio superficial (YM). Para ello, en una primera etapa se determinó la 

cinética de crecimiento en el cultivo superficial (Fig. 13). Los datos muestran que la máxima 
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concentración celular se alcanza entre los días 3 y 4. Con base en ello, se decidió producir los 

inóculos con tiempos de incubación entre 3 y 4 días. Las suspensiones celulares obtenidas en 

este estudio fueron usadas para obtener la curva estándar de densidad óptica en función de la 

concentración celular. 

 

Figura 13. Cinética de crecimiento de P. pastoris en cultivo superficial. 

 

2.1.3. Evaluación de la composición del medio de cultivo. 

 

Una vez que se determinaron las condiciones de producción, cosecha y cuantificación 

del inóculo, se procedió al diseño del medio de cultivo para los estudios de producción de P. 

pastoris en CMS en EPU. Estos estudios sirvieron también para montar la metodología de 

análisis de humedad, pH, concentración celular y contenido de glucosa en el medio. En la 

figura 14 se presenta la producción de biomasa (g/L) en función del tiempo, obtenido por dos 

métodos de análisis, por conteo celular y turbidimetría. Se observa que no existe diferencia 

significativa entre ambos métodos pudiéndose utilizar cualquiera de los dos para posteriores 

análisis de producción de biomasa. La cinética se detuvo a los 2 días debido a que se obtuvo 

un valor de pH de 2.7 siendo ya inadecuado para el crecimiento de la levadura.  
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Figura 14. Producción de biomasa de P. pastoris en CMS con EPU. 

 (Conteo celular ◊, Turbidimetría □) 

 

En la figura 15 se muestra que en los dos días de cultivo el consumo de glucosa fue 

menor del 100%. Como se mencionó anteriormente, el cultivo se detuvo debido al bajo valor 

de pH  obtenido en el medio de cultivo (Fig. 16) y se sabe que ésta levadura tiene su pH 

óptimo de crecimiento en un intervalo de 4 a 6 (Hang y col., 2009). 

 

Figura 15. Cinética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con EPU. 

 

 

 

 

0

2

4

6

8

10

0 1 2

B
io

m
as

a 
 (

g
/L

) 

Tiempo (días) 

0

20

40

60

0 1 2

G
lu

co
sa

 (
g
/L

) 

Tiempo (días) 



 

60 

 

 

Figura 16. Variación del pH en CMS con EPU utilizando P. pastoris. 

 

Con base en lo anterior, se decidió modificar la composición del medio de cultivo para 

evitar que al final de este el pH alcanzara valores menores a 4.0; para ello, se decidió evaluar 

la adición de diferentes fuentes de nitrógeno (urea,  sulfato de amonio y nitrato de amonio).  

 

La figura 17 presenta la producción de biomasa en g/L en función del tiempo. Los 

datos muestran que la mayor producción de biomasa se obtuvo con el medio con 100% de 

nitrato de amonio y la menor producción con el medio con el 100% de urea. 

 

Figura 17. Cinética de crecimiento de P. pastoris en CMS con diferente tipo y concentración de fuente de 

nitrógeno. 

0

2

4

6

8

10

0 1 2 3

B
io

m
as

a 
 (

g
/L

) 

Tiempo (días) 

0

2

4

6

8

0 1 2

p
H

 

Tiempo (días) 



 

61 

 

 En la figura 18 se presenta el consumo de glucosa (g/L) en función del tiempo. Los datos 

muestran que el mayor consumo de glucosa (arriba del 95%) se obtuvo con los medios que 

contenían 43%U-57%S.A. y 25%U-75%S.A. 

Figura 18. Cinética de consumo de glucosa por P. pastoris en CMS con diferente tipo y concentración de fuente 

de nitrógeno. 

La figura 19 presenta la variación del pH a lo largo de la cinética. Se observa que se 

obtuvieron valores de pH menor a 3. El menor valor de pH 2.3 se obtuvo con el medio con 

100% de nitrato de amonio y el mayor valor pH 3.8 con el medio con 100% de urea. 

Figura 19. Variación del pH del medio durante el crecimiento de P. pastoris en CMS con diferente tipo y 

concentración de fuente de nitrógeno. 
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Con los resultados obtenidos en la figura 17 se puede observar que el medio que 

contiene 100% de urea mostró el menor valor de crecimiento, lo cual se puede deber a que la 

levadura no asimila adecuadamente este compuesto como fuente de nitrógeno. 

 

Tabla 6. Resumen de los valores de crecimiento de P. pastoris, consumo de glucosa y pH con diferentes fuentes 

de nitrógeno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Los datos de la Tabla 6 muestran que a valores de 25 y 43 % de N presente en el medio 

proporcionado por urea se obtienen los mayores valores de producción de biomasa y el menor 

valor de glucosa residual. Sin embargo, se puede observar que probablemente la levadura 

asimila mejor el nitrato de amonio como fuente de nitrógeno ya que con éste se obtuvo la 

mayor producción de biomasa. 

 

Debido a que el cambio de tipo de fuente de nitrógeno no impidió que el pH final fuera 

igual o menor a 4, se decidió evaluar la adición de un amortiguador de citrato-fosfato a un pH 

de 5.5. 

 

Con este amortiguador se logró mantener valores de pH mayores a 4, resolviendo de 

esta manera el bajo valor de pH en el medio y se prosiguió al diseño del sistema para el cultivo 

en medio sólido. 

 

Medio N-urea Biomasa Glucosa pH 

 (%) (g/L) g/L  

66%U-33.3%S.A. 66 6.35 15.0 3.1 

43%U-57%S.A. 43 8.06 2.4 3.1 

25%U-75%S.A. 25 8.31 2.0 3.0 

11%U-89%S.A. 11 7.42 5.6 2.9 

90%U-10%S.A. 90 5.86 8.3 3.1 

95%U-5%S.A. 95 5.95 9.4 3.2 

100%U 100 5.52 7.1 3.8 

100%N.A. 0 9.44 4.6 2.3 
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2.2. Diseño del sistema de cultivo en medio sólido. 

 

 Una vez que se determinó la composición del medio de cultivo se procedió a los 

estudios de producción de levadura en medio sólido con EPU. En una primera etapa y con 

base en los resultados obtenidos de la curva de secado se evaluó la producción de levadura en 

tiras de EPU de 15x3 cm con una relación medio de cultivo inoculado: EPU de 20:1 y se 

incubaron en posición vertical dentro de columnas de vidrio a 30 °C. En este estudio se usó 

una concentración inicial de glucosa de 100 g/L. 

 

La tabla 7 muestra los resultados obtenidos en función de la región de la placa de 

poliuretano. En las tres regiones se obtuvo un consumo de glucosa del 100%, sin embargo, la 

producción de biomasa y el rendimiento aumentó al bajar la localización de la placa, 

obteniéndose los mayores valores de producción de biomasa y rendimiento en la región 

inferior (9.2 g/L y 0.25 respectivamente). Estos resultados muestran que hubo un 

escurrimiento del medio de cultivo a través de la placa vertical y se puede suponer que hubo 

pérdida de medio al acumularse en la parte inferior. 

 

Tabla 7. Parámetros de crecimiento y consumo de glucosa de P. pastoris en función de la región de la placa de 

EPU en posición vertical. 

 

 

 

 

 

 
*Cg: consumo de glucosa 

 

Debido al drenado de medio de cultivo en la proporción evaluada y con las columnas 

incubadas en posición vertical, se decidió evaluar el efecto de la relación medio de 

cultivo:EPU sobre la producción celular en sistemas con distribución homogénea de sustratos 

y productos. Para reducir el drenado del medio se decidió incubar las columnas 

horizontalmente. 

 

Región Biomasa 
 (g/L) 

Y x/s  
(g/g) 

Cg* 
 (%) 

Superior 6.2 ±1.97 0.17 ±0.03 100 

Media 6.7 ±2.08 0.18 ±0.03 100 

Inferior 9.2 ± 0.4 0.25 ±0.01 100 
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En la figura 20 se presenta el perfil de producción de CO2 por Pichia pastoris. 

 

Figura 20. Efecto del contenido de medio de cultivo (relación medio/EPU) en la producción de CO2 por P. 

pastoris. 

  

El perfil de producción de CO2  permite diferenciar una fase de retardo mayor a 20 h la 

cual es muy larga. Comparando nuestros resultados con la literatura se encontró que Barrigón 

y Ramón (2011) obtuvieron una fase de retardo menor a 10 h y un Yx/s de 0.5 utilizando 40 

g/L de glicerol para P. pastoris (Fig. 21). 

 

Figura 21. Efecto del modo de operación del cultivo sobre el crecimiento y consumo de sustratos por P. pastoris 

(Barrigón y Ramón, 2011). 
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La tabla 8 presenta los parámetros asociados al crecimiento en función de la relación 

medio de cultivo/gEPU. Los datos muestran una mayor producción de biomasa con la relación 

medio/gEPU de 15 y 10. Se puede asumir que con la relación de 20 hubo un escurrimiento del 

medio por lo cual se obtuvo una menor producción de biomasa. Con estos resultados se 

decidió continuar experimentos utilizando una relación medio/gEPU de 15. También se 

obtuvo la tasa específica de producción de CO2 (µm) mediante la ecuación Logística. Se puede 

observar un valor máximo de µm para la relación medio/gEPU de 10. 

 

Tabla 8. Parámetros asociados al crecimiento  de P. pastoris en  CMS en reactor de columna horizontal. 

 

 

 

  

 

 

 

En el trabajo de Barrigon y Ramón (2011) se obtuvo una µ de 0.26/h (Fig. 22). Jungo 

(2007) reportó una µ de 0.24/h. Con estos datos de la literatura podemos decir que el valor de 

la µm obtenida en este trabajo se encuentra en un valor cercano al obtenido en otros trabajos.  

 

 

Figura 22.  Efecto del modo de operación del cultivo sobre el crecimiento de P. pastoris (Barrigón y Ramón, 

2011). 

Medio/EPU 
(mL/g) 

Biomasa 
(g/L) 

Yx/s 
(g/g) 

Cg 
(%) 

µm 
(1/h) 

20 11.6 ±0.022 0.22 ±0.023 100 ±0.001 0.17 ±--- 

15 16 ±0.028 0.32 ±0.03 95 ±0.157 0.17 ±0.03 

10 15.6 ±0.022 0.31 ±0.022 97 ±0.066 0.21 ±0.01 
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Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo en términos de la composición 

del medio de cultivo y de la relación medio de cultivo inoculado: EPU se evaluó el efecto del 

grosor del EPU en la producción de levaduras con un medio con una concentración inicial de 

glucosa de 50 g/L. 

 

Se evaluaron tiras de EPU con espesor, h = 0.3, 0.5 y 0.7 cm. En los tres casos se 

obtuvo un consumo de glucosa mayor al 98 %. En la figura 23 se presentan los rendimientos 

Yx/s y Yco2/s obtenidos para cada grosor de EPU pero estimados en función de la fracción 

volumétrica con celdas poliméricas intactas (véase el capítulo 1 de la sección de resultados). 

Se puede observar una tendencia a aumentar ambos rendimientos conforme, f, se aproxima a 

la unidad. Es de notarse que un aumento en, f, del 6% produjo un incremento cercano al 50% 

en los rendimientos.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 23. Efecto de la fracción polimérica intacta, f, el rendimiento de la biomasa con S0 = 50 g/L. 

El valor de f fue calculado según lo expuesto en el capítulo 1 f = (1 – (2)0.026/h)
3
, h = 0.3, 0.5, 0.7 cm. La curva 

superior () corresponde a los valores de YX/S = X/S. La curva inferior (□) corresponde a los valores de 

YX/CO2 = X/CO2. 

 

Este es un resultado importante porque muestra de qué manera el espesor de las placas 

de EPU es una variable sensible para el diseño de reactores, porque afecta el impacto del 

volumen con la red polimérica rota, que como se vio en el capítulo 1 de la sección de 
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resultados, puede estimarse con un espesor, d = 0.025 cm. Y a su vez, esto probablemente 

afecta el intercambio de oxígeno y la dispersión de la biomasa dentro de la placa. 

 

2.3 Efecto de la concentración inicial de glucosa sobre el crecimiento de P. pastoris. 

 

 Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo en medio sólido con EPU se 

evaluó el efecto de la concentración inicial de glucosa sobre el crecimiento de P. pastoris en 

reactor de columna. Para ello, se utilizó el espesor h = 0.7 cm de EPU ya que fue con el que se 

obtuvieron los mayores rendimientos en la sección anterior.  

 

En la figura 24 se muestra el efecto de la concentración inicial de glucosa en la 

producción de CO2. La gráfica (CO2) vs. t, mostró que hubo retardo (fase lag) atribuible a la 

concentración inicial del sustrato y sus pendientes promedio, disminuyeron, monotónicamente, 

con la concentración inicial del sustrato (S0). 

Figura 24. Producción de CO2 por P. pastoris a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. 

 

Estos resultados se pueden explicar por una inhibición  representada por la siguiente 

ecuación: 
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Cuando la constante de saturación, KS, es mucho menor de S, se puede simplificar de 

la siguiente manera: 

  
    
 

  

 
      
 

 

Esta ecuación seguiría de cerca la función inversa  1/S0 observada en la Fig. 24 y es 

mostrada en la Tabla 9, con una buena correlación estadística (R
2
 = 0.99).  

 

En la tabla 9 se presentan los parámetros asociados al crecimiento de P. pastoris con 

diferentes concentraciones iniciales de sustrato. Los datos muestran un consumo de glucosa 

mayor al 99 % para las concentraciones iniciales de glucosa de 50, 100 y 150 g/L y sólo de 65 

% para 200 g/L. La correlación lineal negativa con respecto a S0, mostró un valor máximo 

(extrapolado) de YX/S   0.5 que sería el esperado cuando el cultivo estuviese bien oxigenado. 

Estos resultados indican claramente que un exceso de sustrato reduce la eficiencia de la 

biosíntesis. En otras palabras, hay limitaciones de transferencia de oxígeno al interior de las 

placas de EPU, que se eliminan, al reducir significativamente la demanda biológica de 

oxígeno que es proporcional al S0. También se muestra que el crecimiento de Pichia pastoris 

se inhibe en medios hipertónicos (S0 > 50 g/L). 

 

Tabla 9. Parámetros asociados al crecimiento de P. pastoris a diferentes concentraciones iniciales de sustrato y 

con espesor de placa, h = 0.7 cm. 

 

*Los valores calculados del rendimiento siguieron la correlación lineal YX/S = 0.525-(S0/625); R
2
 = 0.86 

** Se obtuvo la correlación, maxKI = 8.31/S0, con respecto a los datos experimentales (R
2
 = 0.99). 

 

La elevación de la concentración inicial, S0  50 g/L, del sustrato sobre el rendimiento, 

YX/S, y la tasa de crecimiento, max, reduce la productividad, según se muestra en la Fig. 25. 

S0 

 (g/L) 

Glucosa  

(g/L) 

Biomasa 

 (g/L) 

Cg 

 (%) 

Yx/s* 

(g/g) 

µm** 

(1/h) 

50 45.3 20 ±1.8 100 ±0 0.43 ±0.041 0.17 

100 91.4 32 ±1 99 ±0.4 0.35 ±0.01 0.08 

150 144.6 34 ±0.9 100 ±0.2 0.24 ±0.006 0.05 

200 196.1 21 ±7.6 65 ±35 0.16 ±0.019 0.04 
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Figura 25. Efecto de la concentración inicial de glucosa, S0, sobre la productividad de la biomasa calculada como 

P = YX/SS0max.  

(Se utilizaron placas de EPU con un espesor, h = 0.7 cm. El inóculo fue de 2x106 células/mL, R2=0.94). 

 

  Si bien, al aumentar, S0, cancela el decrecimiento de max, que es inversamente 

proporcional a esta variable, al final, predomina el efecto inhibitorio de S0 sobre el 

rendimiento. Estos datos no concuerdan con los publicados con Aspergillus niger por Viniegra 

y col., (199?) quienes observaron pocos cambios en YX/S   0.3, en el intervalo de S0 que va de 

50 g/L a 100 g/L. Las diferencias de la fisiología de este hongo filamentoso con la levadura, 

en medios hipertónicos, aún no han sido estudiadas. Pero, por el momento, bastaría indicar que 

la condición con más alta productividad estudiada (P = 3.6 gX/(Lh) corresponde a S0 = 50 g/L 

y h = 0.7 cm. 

 

Por otra parte, Lopéz y col. (2009) evaluaron distintas concentraciones iniciales de 

glicerol sobre el crecimiento de P. pastoris. Los resultados se observan en la tabla 10. Los 

datos muestran cómo disminuye el Yx/s a medida que aumenta la concentración inicial de 

glicerol, así mismo la μ presenta el mismo comportamiento. Se puede destacar que ellos 

obtienen una µmax de 0.11/h a una concentración de glicerol de 36.24 g/L y nosotros 

obtenemos una µm de 0.18/h a una concentración de glucosa de 50 g/L. 
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Tabla 10. Parámetros asociados al crecimiento  de P. pastoris en CMS  (López y col, 2009). 

 

 

 

 

 

2.4. Efecto del nivel de inóculo sobre el crecimiento de P. pastoris. 

 

 Para mejorar el crecimiento se estudió el efecto del tamaño del inóculo. Este 

experimento se realizó con una concentración inicial de glucosa de 50 g/L y se utilizó la placa 

de EPU de 7 mm de grosor.  

 

En la figura 26 se presenta el CO2 producido para cada nivel de inóculo. Se puede 

observar el efecto del inóculo sobre la fase de retardo disminuyendo a 5 h para un inóculo de 

10
8
 cél/mL. Además, se puede observar la mayor producción de CO2 para el inóculo de 10

7
 

cél/mL con el cual también se obtuvo el mayor Yx/s por lo cual se puede asumir que con esta 

concentración de inóculo el metabolismo de la glucosa se utiliza principalmente para la 

producción de biomasa y CO2. 

 

Figura 26. Efecto del tamaño de inóculo sobre el perfil de producción acumulada de CO2 por cultivos de P. 

pastoris en EPU.  

(S0 = 50 g/L y h = 0.7 cm). 

   

Glicerol 
 (g/L) 

Biomasa 
 (g/L) 

Y x/s estimado 
(g/g) 

µ 
 (1/h) 

9.03 7.09 ± 0.46 0.78 0.26 ± 0.03 
36.24 24.6 ± 0.93 0.67 0.11 ± 0.04 

90.4 51.6 ± 3.31 0.57 0.09 ± 0.003 
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Comparando nuestros resultados con la literatura se encontró similitud en los 

resultados de la fase de retardo con  el trabajo de Barrigón y Ramón (2011), quienes  utilizaron 

una concentración de inóculo de 0.5 g/L y obtuvieron una fase de retardo aproximadamente de 

5 h (Figura 21).  

Los parámetros asociados al crecimiento se muestran en la Tabla 11. Se observa que en 

los tres casos hubo un consumo de glucosa mayor al 99 %. El mayor valor de Yx/s obtenido 

fue con el nivel de inóculo de 10
7
 cél/mL de medio y la mayor μm de 0.35 (1/h) se obtuvo con 

el inóculo de 10
8
 cél/mL. 

 

Tabla 11. Parámetros asociados al crecimiento  de P. pastoris en CMS  en función del tamaño de inóculo. 

Inóculo  
(cél/mLmedio) 

Inóculo  
(g/L) 

Biomasa  
(g/L) 

Yx/s 
(g/g) 

Cg  
(%) 

μm  
(1/h ) 

10
6 0.01 18 ±1.01 0.37 ±0.02 99 ±0.19 0.26 ±0.002 

10
7 0.08 19 ±0.49 0.45 ±0.01 100 ±0.07 0.24 ±0.01 

10
8 0.84 16 ±2.16 0.37 ±0.05 100 ±0.01 0.35 ±0.02 

  

Guo y col., (2007) evaluaron glicerol y glucosa como sustratos para el crecimiento de 

P. pastoris  en CS y obtuvieron valores de Yx/s  de 0.51 y 0.49 (g/g), respectivamente. Ellos 

mencionan que el rendimiento obtenido con glucosa es ligeramente menor que con glicerol ya 

que al utilizar glucosa y con una limitación de oxígeno se puede llevar a cabo una 

fermentación etanólica y con exceso de oxígeno una fermentación oxidativa produciéndose 

ácido acético lo cual  no sucede con glicerol. Comparando el mayor Yx/s obtenido en este 

trabajo (Yx/s=0.45) con el de Guo y col., (2007) para glucosa, podemos observar que nos 

encontramos en un valor muy cercano. 

Con los resultados obtenidos en este capítulo, se estableció el medio y las condiciones 

de cultivo adecuadas para el crecimiento de Pichia pastoris sobre EPU en CMS con el que se 

resolvió el problema de la disminución del pH y al final se obtuvo un Yx/s de 0.45 para una 

concentración de glucosa inicial de 50 g/L. Con estos datos, en el siguiente capítulo se 

realizaron los experimentos para evaluar  el efecto del espesor de las placas de EPU y la 

concentración de glucosa inicial sobre la producción de biomasa de Pichia pastoris en reactor 

de columna. 
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3. EFECTO DEL GROSOR DE LAS PLACAS DE ESPUMA DE 

POLIURETANO Y DIFERENTES CONCENTRACIONES INICIALES DE 

GLUCOSA SOBRE LA PRODUCCIÓN DE BIOMASA Y EL METABOLISMO 

DE Pichia pastoris. 
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 Una vez que se establecieron las condiciones de cultivo y se evaluó el crecimiento de 

Pichia pastoris en el diseño de CMS sobre EPU, se prosiguió a evaluar el efecto del espesor 

de las placas de EPU y la concentración inicial de glucosa sobre la producción de biomasa de 

Pichia pastoris en reactor de columna, los resultados de esta etapa se muestran a continuación: 

 

3.1. Efecto del espesor de la placa en los parámetros de crecimiento. 

 

En el capítulo 2 de la sección de resultados se estableció que la máxima productividad 

se obtuvo con h = 0.7 cm; en esta sección se presentan los resultados obtenidos del estudio del 

efecto del espesor de la placa sobre el rendimiento y la velocidad de crecimiento. 

 

La Figura 27 presenta la biomasa producida en función del espesor del EPU a 

diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Se observa que los efectos de grosor sobre la 

producción de biomasa a las concentraciones de glucosa evaluadas, no fueron significativos 

con valores de h = 0.3 y 0.5 cm. Pero con h = 0.7 cm, se notó un aumento en la producción de 

biomasa, siendo para este espesor los valores más altos obtenidos, 20 g/L < X ≤ 40 g/L. De 

cualquier forma, es importante resaltar que la concentración de X = 40 g/L ya calificaría en el 

límite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a tener hasta más de 100 g/L de 

levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma de lote alimentado. 

 

Figura 27. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el crecimiento de P. pastoris 

en CMS. 
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En el trabajo de López y col., 2009 se obtuvo una producción de biomasa de 51.6 g/L 

utilizando una concentración inicial de glicerol de 90 g/L con EPU como soporte sólido, se 

observa que con glucosa no se alcanzó la misma producción de biomasa que con glicerol. 

 

Para entender los resultados presentados, los analizaremos primeramente sobre la base 

del sistema de transporte de glucosa en Pichia pastoris. 

 

Van Urk y col., 1989 evaluaron los parámetros cinéticos de transporte de glucosa de 

cuatro levaduras Crabtree
1
 negativas y cuatro Crabtree positivas. En levaduras Crabtree 

positivas, un aumento en la concentración de glucosa externa puede dar lugar a la captación de 

glucosa por difusión facilitada sin restricciones y, por tanto, a fermentación aeróbica. En 

contraste, las levaduras Crabtree negativas pueden restringir la entrada de glucosa por sus 

regulados sistemas de simporte de H
+
 y por lo tanto prevenir la aparición del metabolismo de 

desbordamiento. Las levaduras Crabtree negativas poseen sistemas de captación de glucosa 

que tienen mucha mayor afinidad que los sistemas de las levaduras Crabtree positivas.  En 

levaduras que poseen uno o dos sistemas de alta afinidad, se observó la alcalinización de las 

suspensiones por la adición de glucosa y después de aproximadamente 10 segundos se observa 

una rápida acidificación del buffer. Esta acidificación se debe probablemente a la excreción de 

H
+
 por la ATPasa de la membrana plasmática estimulada por la glucosa y la producción de 

CO2 durante el metabolismo de la glucosa. 

 

 P. stipitis tiene un sistema de captación de glucosa con muy alta afinidad que es un 

proceso que requiere energía, llamado simporte de H
+
 (Van Urk y col., 1989). Con altas 

concentraciones de glucosa este transporte de alta afinidad se reprime y sólo se detecta un 

transportador de baja afinidad. (Gasnier, 1987; Spencer-Martins y van Uden, 1985 a). 

 

                                                 
1
 El efecto Crabtree positivo, mejor conocido como “efecto glucosa” se refiere a que, cuando la concentración de 

azúcar en el medio es elevada, S. cerevisiae, sólo metaboliza los azúcares por vía fermentativa, e incluso en 

presencia de oxígeno, la respiración es imposible. Por lo tanto, un efecto Crabtree negativo, se presenta cuando 

un microorganismo puede utilizar los azúcares por la vía respiratoria, aún cuando su concentración sea muy 

elevada. Tomado de http://es.scribd.com/doc/20375393/36/Efecto-Pasteur-y-efecto-Crabtree. 
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P. pastoris pertenece al mismo género que P. stipitis con lo cual podemos  suponer que 

también P. pastoris presenta el sistema de captación de glucosa con muy alta afinidad 

(simporte de H
+
) el cual no permite el metabolismo de desbordamiento. Sin embargo, a las 

altas concentraciones utilizadas en este trabajo, ese sistema se reprime y el transporte de 

glucosa se da por difusión facilitada, provocando la fermentación aerobia y con ello la 

producción de etanol, del cual se hablará más adelante. 

 

En estudios anteriores, Franzblau y Sinclair (1983) se basan en los trabajos de 

DeDeken (1966), Bulder (1964) y McClary y Bowers (1967) para clasificar a las levaduras 

que pueden ser generalmente divididas dentro de tres grupos basados en su respuesta 

metabólica a variaciones en la concentración de sustrato y en su ambiente gaseoso. Estos son: 

  

1) Las facultativas y Crabtree positivas. Poseen una mitocondria reprimible por la 

glucosa, y son mucho más sensibles a la concentración de glucosa que al oxígeno. 

2) Las facultativas, y Crabtree negativas. No exhiben represión mitocondrial por 

glucosa y son más sensibles a cambios en la concentración de oxígeno que a 

variaciones en los niveles de sustrato. 

3) Las levaduras aerobias obligadas que se parecen a las facultativas excepto por su 

falta total de habilidad fermentativa. 

 

Pichia pastoris es una levadura facultativa y Crabtree negativa y a diferencia de las 

levaduras Crabtree positivas cuyo sistema fermentativo es de naturaleza constitutivo, el 

sistema de las levaduras Crabtree negativas, parece ser inducible (Franzblau y Sinclair, 1983).  

 

Tomando en cuenta los estudios de Franzblau y Sinclair, (1983) sostenemos la 

hipótesis de que la especie Pichia pastoris empleada en este estudio puede utilizar la glucosa 

al mismo tiempo por la vía aerobia y anaerobia y por lo tanto, puede producir biomasa y 

productos fermentativos con rendimientos que van a variar según la concentración de la 

glucosa y el grado de oxigenación del medio, que en este caso, será difusivo y dependerá del 

espesor de la placa de EPU. 
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En la Fig. 28 se muestra que para distintos espesores de la placa (y por tanto para 

diferentes valores de f) el rendimiento de Pichia pastoris con S0 = 50 g/L, estuvo en el 

intervalo 0.46  YX/S  0.49. Lo cual indica que el cultivo está bien aireado, pues su 

rendimiento se acerca al máximo valor de YX/S = 0.5. Con S0 = 100 g/L; el intervalo del 

rendimiento es  0.30  YX/S  0.38 y con S0 = 150 g/L; 0.22  YX/S  0.28. Estos resultados 

concuerdan con un aumento progresivo del metabolismo fermentativo (que tiene menor 

rendimiento) sobre el aeróbico (YX/S = 0.5) conforme aumenta la concentración de glucosa. En 

los casos estudiados se observa una ligera tendencia para que aumente el rendimiento, 

conforme aumenta f, lo cual confirma el resultado mostrado en el capítulo 2 de la sección de 

resultados. 

 

Figura 28. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el rendimiento de 

crecimiento de P. pastoris en CMS. 

  

 Por su parte, López y col., (2009) obtuvieron un Yx/s = 0.78, pero emplearon un 

medio con un sustrato mixto (glicerol y tartrato de amonio). De forma que sería necesario 

comparar los rendimientos por unidad de carbono utilizado y no sólo por unidad de glucosa. 

En este sentido conviene señalar que Guo y col., (2007) observaron que con S0 = 50 g/L de 

glucosa se obtiene unYX/S = 0.49. Lo cual se compara mucho mejor con nuestros resultados. 
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Tabla 12. Parámetros de crecimiento de P. pastoris con glicerol como fuente de carbono  (López y col., 2009). 

 

 

 

 

 

Usando como base los estudios de Franzblau y Sinclair, 1983, podemos suponer para 

Pichia pastoris, que es Crabtree negativo, que la disminución del Yx/s al aumentar la 

concentración inicial de glucosa es debida a la limitación por oxígeno y no a una represión por 

glucosa. 

 

Para entender la respiración llevada a cabo por Pichia pastoris, se analizó el trabajo de 

Kern y col., 2007 en el cual estudian las oxidasas mitocondriales alternativas (AOX o Aod) 

que son enzimas fundamentales para un acceso directo a la vía respiratoria estándar en las 

plantas, muchos hongos y levaduras (Veiga y col., 2000, 2003a). Estas oxidasas terminales 

trasfieren directamente electrones desde el ubiquinol mitocondrial al oxígeno. Esto permite la 

respiración, incluso en presencia de complejo III y IV y de inhibidores como antimicina A o 

cianuro. La energía libre resultante se libera en forma de calor. En contraste con la oxidasa del 

citocromo c, que es la oxidasa terminal de la vía respiratoria estándar, una oxidasa alternativa 

no bombea electrones a través de la membrana de la mitocondria. Así, el suministro de 

pequeños intermediarios metabólicos por las rutas metabólicas centrales obtienen un 

desacoplamiento de la producción de energía celular. La producción de ATP por respiración, 

se basa en la actividad del complejo I (Berthold y col., 2000; Joseph-Horne y col., 2001; 

Siedow y Umbach, 2000).  

 

Las funciones biológicas de estas presuntas oxidasas alternativas en diferentes 

organismos parecen ser tan diversos como el respectivo modo de inducción. Las oxidasas 

alternativas se consideran generalmente para permitir el control de la síntesis de ATP para 

mantener la homeostasis de la tasa de crecimiento y un volumen continuo del ciclo TCA bajo 

una carga de energía alta (Joseph-Horne y col., 2001; Moore y col., 2002). 

Glicerol  
(g/L) 

Biomasa 
 (g/L) 

Y x/s estimado 
(g/g) 

 µ 
 (1/h) 

9.03 7.09 ± 0.46 0.78 0.26 ± 0.03 
36.24 24.6 ± 0.93 0.67 0.11 ± 0.04 

90.4 51.6 ± 3.31 0.57 0.09 ± 0.003 
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En Pichia pastoris, como una levadura Crabtree negativo, la CRR fue detectada por 

Veiga y col., (2003c). Kern y col., 2007 identificaron el gen que codifica para la oxidasa 

alternativa de P. pastoris y encontraron que se expresa en la presencia de glucosa y es muy 

inducible en presencia de antimicina A, un inhibidor del complejo III de la vía del citocromo. 

 

En la Tabla 13, Kern y col., (2007) muestran los parámetros fisiológicos de algunas 

cepas de P. pastoris modificadas genéticamente. 

 

Tabla 13. Parámetros fisiológicos de las cepas de P. pastoris (Kern y col., 2007). 

 

Lo que hay que destacar en la Tabla 13 es que para todas las cepas se observa una  

ligera disminución en los valores de qs (tasa de captación de glucosa) y µmáx (tasa máxima de 

crecimiento) al aumentar la concentración de glucosa de 1% a 5%. Comportamiento que 

también se obtuvo en el presente trabajo. 

 

Kern y col., (2007)  comentan que la respiración de Pichia pastoris con glucosa como 

fuente de carbono induce la actividad de la oxidasa alternativa obteniéndose un Yx/s más bajo 

que con otras fuentes de carbono ya que la actividad oxidasa alternativa produce calor en lugar 

de apoyar la formación de ATP para producción de biomasa.  

 

En los trabajos de Klein y col. (1998), en cultivos sumergidos, aireados y agitados, 

resumidos en la Tabla 14, se muestra que un aumento en la concentración de glucosa reduce, 

YX/S, aumenta la producción de etanol y también reduce el rendimiento de CO2. Es de notarse 

que los valores de YX/S de la Tabla 14 se acercan al valor de YX/S = 0.4 obtenido en este 

trabajo con S0 = 50 g/L, pero aquí sin agitación y con aireación difusiva desde el medio hacia 

el interior de la placa de EPU. 

 

 

Cepa 

qs  

(g/g.h) 

µmax  

(1/h) 

Etanol 

 (g/L) 

 1% Glucosa 5% Glucosa 1% Glucosa 5% Glucosa 1% Glucosa 5% Glucosa 

X-33 0.39±0.02 0.31±0.03 0.237±0.004 0.231±0.003 1.6±0.003 6.91±0.22 

X-33 ∆PpAOD 0.37±0.025 0.32±0.03 0.236±0.003 0.231±0.004 1.4±0.019 3.47±0.03 

X-33 PpAOD 0.41±0.015 0.40±0.025 0.245±0.004 0.241±0.003 1.76±0.035 7.97±0.35 
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Tabla 14. Tasas específicas de crecimiento y coeficientes de rendimiento de glucosa de Saccharomyces cerevisiae 

con diferentes concentraciones iniciales durante la fase de cultivo por lote (Klein y col., 1998). 

Concentración de glucosa inicial 
(g/L) 

20 45 

Tiempo de la fase por lote (h) 22±0.5 26±0.5 

µs
a 
 (h

-1
) 0.16±0.03 0.13±0.02 

Ybiomasa/glucosa (g[DCW]/g) 0.39±0.05 0.37±0.05 

YEtanol/glucosa (mol/mol) 0.008±0.015 0.012±0.011 

YCO2/glucosa (mol/mol) 1.15±0.04 1.10±0.03 
a
 µs fue obtenida por regresión lineal de la tasa específica de crecimiento 

observada durante la fase batch. 

 

Cabe señalarse que Hang y col., (2009) han obtenido en cultivo agitado por lote 

sencillo, valores de YX/S = 0.39 y 0.45 con glucosa y glicerol, respectivamente, los cuales son 

valores similares a los obtenidos en este trabajo en CMS (Fig. 28). Nuevamente, es útil 

recalcar que los rendimientos de la Fig. 28 (0.46  YX/S  0.49) se obtuvieron sin agitación. 

Cabe destacar que el costo por lote se reduce aproximadamente un 70% cuando se utiliza la 

glucosa en lugar de glicerol como única fuente de carbono para la etapa de producción de 

biomasa. Por este motivo es atractivo el uso de la glucosa a nivel industrial, además de su gran 

disponibilidad que presenta.  

Tabla 15. Comparación de la densidad celular y la producción de fitasa entre la glucosa y el glicerol en cultivos 

por lote alimentado (Hang y col., 2009). 

  Glucosa Glicerol 

Glucosa o glicerol en lote Concentración inicial (g/L) 20 40 

 Duración (h) 20 22 

 µs (1/h) 0.16± 0.02 0.18± 0.02 

 Rendimiento (g[DCW]/L) 0.39±0.06 0.45±0.04 

Glucosa o glicerol en lote alimentado Concentración de solución de alimentación 

(%p/v) 

70 50 

 Duración (h) 20±0.5 24±0.5 

 Máxima densidad celular (g[DCW]/L) 100±8 100±7 

 Rendimiento (g[DCW]/L) 0.55±0.02 0.59±0.04 

Glucosa o glicerol en fase de 

crecimiento 

 Costoa de glucosa o glicerol (US$ por lote) 2.46 9.35 

Metanol en lote alimentado Tiempo de inducción (h) 100 100 

 Duración de la fase de transición (h) 8 3-4 

 Actividad final de fitasa (FTU/mL) 2200±152 2310±180 

 Rendimiento (FTU[metanol]/mL[fitasa] 0.25±0.11 0.28±0.09 

 
a
 Los precios de glucosa (grado industrial) y glicerol (grado industrial) se obtuvieron de Chinachemnet.com 

Corporation (China, agosto de 2008). 
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En resumen, se puede concluir que la producción de levaduras en placas de EPU, con 

un espesor h = 0.7 cm y S0  = 50 g/L es un sistema más simple que el cultivo sumergido, 

aireado y agitado por lote simple, pero produce rendimientos y concentraciones celulares 

similares (20 g/L). Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se 

puede alcanzar con S0 = 150 g/l, la concentración celular de 40 g/L. Pero también es preciso 

reconocer que el sistema aquí estudiado tendría una productividad volumétrica menor que el 

lote alimentado ya que en este último sistema se logra una concentración final de células 

cercanas a 100 g/L. 

3.2. Parámetros cinéticos. 

 

 En la figura 29, se presenta el rendimiento YCO2/S (g CO2/ g glucosa consumida) en 

función del espesor y a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Los datos muestran 

que al disminuir el grosor se produce una menor concentración de CO2 por g. de glucosa 

consumida y de igual manera el YCO2/S  disminuye al aumentar S0=  de 100 a 150 g/L. Lo cual 

nos indica que la glucosa consumida se está desviando a la producción de otros compuestos 

propios del metabolismo de esta levadura. 

 

 

Figura 29. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el rendimiento YCO2/S  por P. 

pastoris en CMS. 
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En la figura 30 se muestran los valores de la fase Lag en función del espesor y a 

diferentes concentraciones iniciales de glucosa. 

 

Figura 30. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la duración de la fase lag de 

P. pastoris en CMS. 

 

Se observa un aumento en el tiempo de la fase lag al incrementar la concentración 

inicial de glucosa, sin embargo, el efecto de grosor no causa un impacto significativo en el 

tiempo lag. Las altas concentraciones iniciales de glucosa causan un efecto en la duplicación 

celular debido a la presión osmótica que se ejerce sobre las células. 

 

En la figura 31 se representa la tasa específica de producción de CO2 (µm) en función 

del espesor y a diferentes concentraciones iniciales de glucosa. Se observa que la µm es 

afectada por la concentración de glucosa, al aumentar, la µm disminuye drásticamente. Los 

datos muestran una ligera tendencia de la µm al disminuir el grosor para una misma 

concentración. 
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Figura 31. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre la tasa específica de 

producción de CO2 de P. pastoris en CMS. 

 

En la figura 32 se representa el coeficiente respiratorio (CR) en función del tiempo a 

diferentes concentraciones iniciales de glucosa y diferentes espesores de EPU. Es interesante 

recalcar que todas las experiencias aquí mostradas tuvieron curvas difásicas de CR en el 

tiempo. Al principio de la fermentación CR < 0.4, creció progresivamente hasta alcanzar un 

valor máximo que nunca fue mayor de la unidad y luego decreció. Este patrón respiratorio 

indica que, la mayor parte del tiempo, una parte significativa del metabolismo es distinto del 

clásico metabolismo aeróbico con CR = 1 que seguiría la estequiometria siguiente: 

 

C6H12O6 + 6O2  6CO2 + 6 H2O 

 

Los valores de CR <1 tampoco se pueden explicar sólo por la fermentación etanólica 

que sigue la siguiente estequiometría y no consume oxígeno. 

 

C6H12O6   2C2H6O2 + 2CO2 

 

Pero podría explicarse por la formación de alguna proporción de productos 

parcialmente oxidados como el ácido cítrico que, consumiendo oxígeno, sigue la siguiente 

estequiometria sin liberación de CO2. 

 

C6H12O6 + O2  C6H8O6 + 2H2O 
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De esta forma, es posible pensar en un metabolismo complejo con proporciones 

variables de consumo de O2 y formación de CO2 y otros productos parcialmente oxidados. 

 

La Fig. 32 indica que cada una de las fermentaciones con diferentes concentraciones 

iniciales (S0 = 50, 100, 150 g/L) presentó un pico a un tiempo característico: tmax = 18, 25 y 38 

h, respectivamente. Pero los valores máximos de CR crecieron monotónicamente con el valor 

de h (es decir de f) y por ende, se presentó una relación compleja entre el valor de, S0 y f, para 

producir el máximo valor de CR. Por ejemplo: con h = 0.3 cm (f = 0.57) el máximo valor de 

CR   0.8, fue con S0 = 100 g/L. Pero con los valores de h = 0.5 y 0.7 cm (f = 0.72 y 0.8) los 

valores máximos de, 0.9  CR  1, correspondieron a S0 = 50 g/L. Y en todas las placas con S0 

= 150 g/L, el cociente respiratorio estuvo en el intervalo: 0.4  CR  0.7. Todo esto sugiere 

que las células de Pichia pastoris, crecidas con medios hipertónicos (S0   50 g/L) desarrollan 

fermentaciones mixtas, cuya orientación varía con la fase del cultivo y con el nivel de 

aireación, que en este caso estuvo creado por la difusión pasiva de oxígeno en placas de 

distinto grosor. 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

Figura 32. Efecto de la concentración inicial de glucosa y del espesor del EPU sobre el coeficiente respiratorio de 

P. pastoris en CMS. 

 

Para entender el comportamiento observado del CR en este trabajo, analizaremos los 

siguientes artículos: 

 

Hang y col., 2009 comentan que la medición de los parámetros en tiempo real (DO y 

RQ) permiten establecer las condiciones de cultivo para evitar el efecto Pasteur (represión de 
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oxígeno) y el efecto Crabtree (represión de la glucosa de la cadena respiratoria), así como para 

preparar la inducción con metanol en un cultivo de P. pastoris en lote alimentado con glucosa. 

Estos autores establecen que el  metabolismo respiratorio completo de glucosa se asegura por 

el control de CR ≥ 0.9.  

 

Por otro lado, Anderlei y col., 2004 evaluaron la medición en línea de la actividad 

respiratoria de Pichia stipitis, incluyendo la tasa de transferencia de oxígeno (OTR), la tasa de 

transferencia de dióxido de carbono (CTR), y el cociente respiratorio (CR). La tasa de 

transferencia de oxígeno es un parámetro comúnmente empleado para cuantificar el estado 

fisiológico de un cultivo aeróbico, ya que la mayoría de las actividades metabólicas dependen 

del consumo de oxígeno. Sustrato o limitaciones de oxígeno, inhibiciones por productos, el 

crecimiento diauxico y fenómenos biológicos pueden ser descubiertos basados en el curso de 

la tasa de transferencia de oxígeno durante la fermentación (Anderlei y Büchs, 2001). La tasa 

de transferencia de dióxido de carbono (CTR) y el cociente respiratorio (CR) en biorreactores 

agitados proporcionan más información, utilizados en la predicción de la concentración de 

biomasa, evaluando eficiencias energéticas del crecimiento, monitoreando rendimientos de 

crecimiento y controlando  procesos por lotes alimentados (Grosz y col., 1984; Wang y col., 

1979). 

 

La Fig. 33, tomada del trabajo de  Anderlei y col., (2004) que durante las primeras 5 h, 

el valor fue CR  1. Después, el CR aumentó hasta llegar a 3.0, a las 9 h, descendió 

abruptamente para permanecer con valores CR < 1 después de 10 h. El ascenso del CR entre 5 

h y 9 h se acompañó de la producción de etanol que terminó después de las 10 h. La forma de 

las curvas de CR indicadas en la Fig. 33, es muy diferente de las aquí presentadas en la Fig. 

32. Ahí las curvas fueron muy asimétricas y en este trabajo, fueron marcadamente simétricas. 

Pero, en ambos casos se presentó la curva difásica de CR. La explicación más sencilla a estos 

experimentos es la variación entre las tasas de aireación y las demandas biológicas de oxígeno, 

a lo largo del proceso en el que aumenta la biomasa y disminuye la concentración del sustrato. 

Para explicar mejor estos resultados se llevaron a cabo balances de carbono que se presentan 

en el capítulo 4 de la sección de resultados. 
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Figura 33. (A) Tasas de transferencia de O2 y CO2 y  el CR de la fermentación de la levadura P. stipitis 

(Anderlei y col., 2004). 

 (B) La concentración de glucosa y etanol del análisis fuera de línea. Condiciones de agitación del agitador 

rotatorio: 100 rpm frecuencia de agitación, 50 mm diámetro de agitación, 30 ◦C temperatura  de la fermentación, 

10 mL volumen de llenado.  
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4. BALANCES DE CARBONO 
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4.- Balances de carbono. 

En este capítulo se presentan los balances parciales de C, pues se omitió la producción 

de etanol que no pudo ser recuperado por la falta de un sistema condensador. Sin embargo, se 

observó que utilizando la medición de la biomasa, el CO2 y el ácido cítrico final, los balances 

se acercaban al 100% con S0 = 50 g/L. Pero eran menores con S0 = 100 y 150 g/L. Para cerrar 

los balances se procuró identificar un pico adicional en el perfil de HPLC. Con estos datos, se 

mejoraron notablemente los balances, según se muestra en la Fig. 34. 

      

 a)                                        b)                                                 c) 
 

Figura 34. Balances parciales  y totales  de carbono en los cultivos realizados con diferente concentración inicial 

de glucosa y diferente espesor de EPU. 

[a) 50 g/L, b) 100 g/L y c) 150 g/L] 

 

Sin embargo, a pesar del incremento en los balances, sigue faltando un 30 % para la 

concentración de 150 g/L en el grosor de 0.3 cm. En los casos en los cuales no se alcanzó 

valores del porcentaje de carbono recuperado mayor al 90% se supone que fue debido a la 

producción de etanol que se perdió durante el tiempo de cultivo. 

 

Después de realizar los balances de carbono, se realizaron los balances de grado de 

reducción y se encontró que el producto faltante tiene un grado de reducción de 6, que 

corresponde al etanol, esto confirma las condiciones obtenidas de limitación de oxígeno 

provocando la producción de etanol.  
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Una vez que se tenían los balances de grado de reducción, se decidió analizar en la 

bibliografía la relación entre el contenido de energía del sustrato con el rendimiento de 

biomasa. 

 

Verduyn, 1991 realizó un estudio detallado al respecto. Comenta que durante mucho 

tiempo se ha intentado predecir el rendimiento de los microorganismos en diferentes fuentes 

de carbono, relacionando el contenido de energía de la fuente de carbono (generalmente 

expresa como el grado de reducción) a un número de parámetros. Estos parámetros incluyen el 

rendimiento de los electrones disponibles (Payne, 1970) o la producción de calor por la 

cantidad de biomasa formada (Birou y col., 1987; Von Stockar y Marison 1989). Linton y 

Stephenson (1978) han demostrado que existe una correlación entre el calor de combustión del 

sustrato y el rendimiento de biomasa máxima expresada como g de biomasa/(g de carbono 

sustrato). Un modelo más refinado fue presentado por Gommers y col., (1988). En este 

modelo el porcentaje de asimilación de la fuente de carbono estaba relacionada con su calor de 

combustión. La tendencia general de estos estudios fue una figura con una parte ascendente 

(hasta un grado de reducción de aproximadamente 4.5 a 5) y una parte horizontal a mayores 

grados de reducción en que la asimilación era cerca de 100% (es decir, posiblemente un 

crecimiento limitado de carbono). Sin embargo, hay una serie de excepciones a la aparente 

regla de que el rendimiento con una fuente de carbono con un alto grado de reducción 

automáticamente será más alto que con una de un menor grado de reducción. Verduyn y col., 

1991a cultivaron una levadura (Candida utilis) en una amplia variedad de fuentes de carbono 

(Tabla 16). Las rutas empleadas para el metabolismo general durante el metabolismo de las 

diversas fuentes de carbono se representan esquemáticamente en la Figura 35.  
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Figura 35. Representación esquemática de las rutas metabólicas durante el crecimiento de C. utilis con varias 

fuentes de carbono (Verduyn y col., 1991ª). 

 

 

Debido a que la absorción  de glicerol en C. utilis, es por difusión pasiva o difusión 

facilitada (Gancedo y col., 1968) concluyen que, en general, las fuentes de carbono con un alto 

grado de reducción tienen un porcentaje de asimilación mayor que aquellos con un bajo grado 

de reducción, pero hay sus excepciones comunes y que el contenido de carbono y energía del 

sustrato determina el rendimiento de biomasa en un grado importante. 
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Tabla 16. Rendimiento celular (g biomasa/g sustrato) de C. utilis CBS 621 y S. cerevisiae CBS 8066 en cultivos 

aerobios limitados de carbono en medio mínimo sobre varias fuentes de carbono como una función del grado de 

reducción (Verduyn y col., 1991ª). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fuente de Carbono Grado de 

reducción 

Rendimiento 

(g/g) 

C. utilis 

   Ácido cítrico 3.0 0.34 

   Ácido pirúvico 3.3 0.39 

   Ácido succinico 3.5 0.39 

   Ácido glutámico 3.6 0.29 

   Ácido  glucónico 3.7 0.44 

   Ácido acético 4.0 0.39 

   D-alanina 4.0 0.31 

   Glucosa 4.0 0.51 

   Ácido láctico 4.0 0.42 

   Xilosa 4.0 0.42 

   Glicerol 4.7 0.58 

   Acetoina 5.0 0.49 

   Ácido butírico 5.0 0.61 

   2,3-Butanediol 5.5 0.52 

   Etanol 6.0 0.69 

S. cerevisiae 

   Ácido acético 4.0 0.29 

   Etanol 6.0 0.61 
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CONCLUSIONES 

 

 

 

El modelo de estudio propuesto para la producción de biomasa de Pichia pastoris a partir 

de glucosa como fuente de carbono y energía en un medio de cultivo impregnado en espuma 

de poliuretano bajo condiciones de cultivo en medio sólido permitió demostrar que: 

 

1. La producción de levaduras en placas de EPU, con un espesor h = 0.7 cm y S0  = 50 

g/L es un sistema más simple que el cultivo sumergido, aireado y agitado por lote 

simple, pero produce rendimientos y concentraciones celulares similares (20 g/L). 

Incluso que si se permite un metabolismo mixto (aerobio y fermentativo) se puede 

alcanzar con S0 = 150 g/L, la concentración celular de 40 g/L.  

 

2. Es importante resaltar que la concentración de biomasa de 40 g/L obtenida en este 

trabajo ya calificaría en el límite inferior de los cultivos densos. Los cuales llegan a 

tener hasta más de 100 g/L de levaduras en cultivos sumergidos y controlados en forma 

de lote alimentado. 

 

3. Los efectos de grosor de las placas de EPU sobre el crecimiento de Pichia pastoris no 

son tan importantes como el efecto de la concentración inicial de glucosa. 

 

 A nuestro conocimiento, éste es el primer trabajo en el que se evalúa el crecimiento de 

Pichia pastoris utilizando glucosa como fuente de carbono en cultivo en medio solido con 

EPU. 



 

92 

 

PERSPECTIVAS 

 

Para continuar posteriormente con este trabajo se propone utilizar placas de EPU con 

un grosor de 0.7 cm, ya que es el que tiene más espacios vacíos que permiten una mayor 

aireación. También se recomienda evaluar diferentes flujos de aire mayores al utilizado en este 

trabajo (50 cm
3
/min) hasta lograr un consumo completo de la glucosa con un metabolismo 

respiratorio. 

 

Cabe destacar, que las ventajas que pudiera tener el sistema de cultivo sólido aquí 

desarrollado sobre la producción de biomasa, podrían tener un impacto significativo en la 

industria que rodea a Pichia pastoris en la producción de proteínas recombinantes.
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