PRÁCTICO DE FERMENTACIÓN

Jueves 15 de Junio 2006, 

Lab. Mecesup de Fluidodinámica y Procesos

Introducción

Los microorganismos crecen en diferentes sistemas de cultivo: cultivo discontinuo o batch, cultivo continuo y cultivo por lote alimentado o fedbatch. El término de cultivo fedbatch se utiliza para describir un cultivo batch al cual se añade, ya sea continua o secuencialmente, medio fresco, sin la eliminación del cultivo crecido, lo cual implica un aumento de volumen del cultivo (Trevan et al., 1990).

En el presente trabajo práctico se estudiará el comportamiento de una fermentación fed - batch con alimentación constante de E.coli en cuanto a producción de biomasa. Se utilizará la cepa de Escherichia coli BL21(DE3), que contiene el gen T7 RNA polimerasa bajo el control del promotor lac y el gen para la síntesis de la enzima (-1,3-glucanasa.

Objetivos.

Principal

Producción de biomasa de Escherichia coli BL21(DE3) en cultivo fed-batch

Específicos

· Conocer el funcionamiento de un fermentador de nivel piloto: Sistemas de control y monitoreo, toma de muestras y manejo de las condiciones de operación.

· Estudiar el comportamiento de una fermentación fed-batch en cuanto a síntesis de biomasa 

· Contrastar los resultados obtenidos con lo esperado según la teoría.

Medio de cultivo.

La composición de 1 L de medio optimizado es:

-       10 gr Triptona.

-       5 gr Extracto de levadura.

-       5 gr NaCl

-       10 gr K2HPO4.

-       0,45 gr MgSO4
-       15 gr Glucosa.

Condiciones de cultivo.

· Buffer base: NaOH 1 N

· Buffer ácido : HCl 1 N

· Temperatura de crecimiento: 37ºC

· pH inicial = 7.0

· Velocidad de agitación 300 rpm

· Velocidad de aireación: 6 L/min

· Oxígeno disuelto = 90%

Metodología.

La fermentación se inicia al inocular el medio contenido en el fermentador (1,5 litro) con 100 mL de cultivo crecido tomado la primera muestra. Una vez que se alcance una densidad óptica (absorbancia a 620 nm) de 1.5 se comenzará  a alimentar (t=0) con el medio de cultivo, que contiene glucosa  como inductor en una concentración final igual a 20 g/L, a un flujo de 1 ml/min por alrededor de 24 a 48 horas. Durante el transcurso de la fermentación se tomarán muestras a intervalos regulares de tiempo (1 ó 2 horas) con el objetivo de analizar la concentración de biomasa. El análisis a realizar se describe a continuación. 

Biomasa. La concentración de biomasa será determinada mediante el método de densidad óptica. Se medirá la absorbancia a una longitud de onda de 600 nm . En una cubeta se coloca  1 ml de caldo (si los valores de Absorbancia son mayores a  0.5 se debe diluir 2,4,8 o mayor cuando sea necesario). La concentración de células, x,  en g/L se obtendrá a partir de la siguiente curva de calibración: 

x (g/l) =(7.01*Ab +0.026)*D

donde Ab es Absorbancia 620 nm, D: Dilución
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Actividades

· Puesta en Marcha e Inoculación del Fermentador Jueves 15 de Junio 11:00.

· Toma de muestras cada 1 hora durante las primeras 6 horas y luego cada 2 horas durante las restantes horas.

Se deben formar grupos de 2 personas para la toma de muestras.
