LABORATORIO AVANZADO DE PROCESOS BIOTECNOLÓGICOS

PRÁCTICO: FERMENTACIÓN

Se analizará el crecimiento y formación de producto en Saccharomyces Cerevisiae, en una fermentación batch aeróbica. Para ello se prepará el medio de cultivo, el inóculo y se realizará la esterilización del medio. La fermentación durará aproximadamente 36 horas y se deberán tomar muestras cada 1 hora o a tiempos razonables para analizar formación de biomasa y producto, y consumo de sustrato.

Se deben obtener los siguientes parámetros cinéticos de la fermentación:

· Velocidad específica máxima de crecimiento.

· Máxima concentración de biomasa.

Cepa


Saccharomyces cerevisiae genéticamente modificada SGA122 rhSOD 2060-411 que produce la proteína Superóxido-dismutasa humana, SOD; ya que la cepa contiene el plasmidio pC1/1PGAPSOD. La SOD es una  proteína capaz de suprimir el stress oxidativo en las células. Existen dos principales tipos de SOD, el que se utilizará en este practico es CuZnSOD que contiene cobre y zinc y se encuentra como dímero en el citosol.

Preparación del Medio

El medio utilizado para el cultivo de S. cerevisiae es un medio complejo. Se prepararán 3 L de medio con la siguiente concentración:

· 10 g/L extracto de levadura.

· 20 g/L peptona

· 0.5 g/L de sulfato de cobre

· 15 g/L glucosa.

La peptona y el extracto de levadura se preparan juntos y se agregan al vaso del fermentador. La glucosa y el cobre se preparan y esterilizan en forma separada.

Con las mismas concentraciones se prepara el inóculo (100 mL), al que, una vez esterilizado, se le transfieren células de S. cerevisiae desde una placa. Recuerde trabajar cerca del mechero y limpiar la superficie con alcohol antes de inocular. El matraz utilizado debe ser al menos 3 veces mayor que el volumen de medio para permitir una correcta transferencia de oxígeno. Se dejará en el shaker a 30ºC y 200 rpm hasta el día siguiente.

Armado del fermentador y esterilización

Una vez colocado el medio en el fermentador, éste debe armarse. Previamente se debe calibrar el electrodo de pH, utilizando las soluciones estándar de calibración. Recuerde tapar con algodón hidrófobo todas las posibles entradas de aire, dejando libre sólo la entrada de aire del fermentador.

El fermentador es colocado en el autoclave. Cuando la temperatura llegue a 90 ºC cierre la válvula.

Condiciones del cultivo

· Tipo de fermentación: batch.
· Buffer Base: NaOH 2M
· Buffer Ácido: HCl 2M
· Temperatura: 30 ºC
· Oxígeno disuelto: 40%
· pH: 5.0
ANALISIS


Se tomarán muestras cada una hora, además de una muestra inmediatamente después de la inoculación. El análisis de biomasa se realizará cada vez  y al final hay que centrifugar todo y guardar el pellet (las celulas).
Determinación de Biomasa

1.- Tomar 200 L de muestra y agregar 1 mL de agua.

2.- Medir absorbancia a 620 nm. Si la DO es mayor a 0.4 diluya la muestra. Se utiliza agua como blanco.

Curva de Calibración:

1.- Una vez finalizada la fermentación, tome 200 mL de muestra, realice diluciones ( de 1 a 10 por ejemplo, de acuerdo a sus datos) completando un volumen de 10 mL por dilución. 2.- Mida densidad óptica por el mismo método anterior. 

3.- Filtre cada dilución utilizando filtros de 0.2 m. Los filtros deben ser pesados antes de filtrar.

4.- Deje secar los filtros durante 24 hrs. en estufa a 50 ºC. Seque además un filtro de referencia.

5.- Por diferencia de peso, se obtiene la biomasa y se correlaciona con las DO medidas.

Nota:
· Preparación: (Día Martes 9:00.A.M.y Miércoles 8:30 AM para inocular)

· Preparación de medio

· Preparación de material

· Prepración de inóculo.

· Toma de muestras y análisis de biomasa. (Miércoles 8:30 tomar muestras cada  hora)
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