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RESUMEN 

Varias investigaciones se h~n reali:ado en torno ha utilizar· 
desechos ~groinduslriales con fines tendientes a oblene1· 
m<?tabolitos de inter~s industrial Cfarmac::~utica, aliméntaria 
y de ~limentos balanceados). De los desec::l~os generados en 
~uestrc pals 1 los frutlcolas son los m•s dest•cadcs 
<1 1 109 1 6S8 toneladas). Er1 el presente trabajo, el desecho 
industrial del limOn •Jugo Cocido de Lin10n" <JCL> se emplea 
c:omo constituyente de un medio de fermentaciOn para reali:ar 
estudios que puedan ir1crementar la. producc.iOn de vitamina E-
121 · mete.bolito de 9ran demande. industrial y totalme11te de 
impcrtaciOn C15 1 000 a 20 1 000 US Dlls/~{9 de vit.amine. B-12 con 
una pureza del 95 al 99 %) • 

. Debido a que los medios de fermentaciOn empleados en el 
presente trabajo prese1-.tan solidos no organices en 
suspenEiOn, se decidib estudiar la correlaciOn entre los 
m~todcs de densidad Optica CD.O.> y cuantificacibn del hcido 
deoxirribotlucleico CDNA) pera determinar el crecimiento 
microbiano en las fermentaciones de estudio. Esto con el f !n 
de VE:-r si era posible utilizar el pr imerc, por ser ~ste un 
m•todo m~.s r~pido y sencillo. Los resultados indicaron que la 
correlacíOn ent1·e estos dos métodos es adecuada CrA2 = o.9?). 

El efecto de la aeraciOn es un efecto fllU)' importante para la 
prOducciOn de vite.mina :S-12 CSantana 1984). En virtud de e~te 
antecedente se llevaron ·a cabo e~perímentos para determinar 
el nív~l. de aeracibn que proporcionara mejores resultados en 
cuanto a producciOn, producciOn especifica y productividad de 
vít;s.r.fina B-12. Les mejores resultados se obtuvieron empleando 
la.s coi1dic:iones de 1:::0 ml/250ml )' 1:::0 C72 hl--75 (72 hl/2.50 
ml (ml de volumen de tra.bc.Jo cont.er1idos en matra:: de 2.50 ml). 
CcndiciOn de aeraciOn que fu~ empleada para.los estudios. de 
incr~mento de dicl10 metabolito. 

Coi-. el fin de- 109rar incrementos de vitamina B-12 (con 
respecto a un proceso previamente establecido con dicho 
sustrato>, se probaron los precursores 9licina y cobalto en 
un medio de fermentaci011 a base de. "J C L" y empleando &l 
11·,icroo,-9¿.1·.!~;.~= ~ e-:h-<=-t"!.!e.Jlil ATCC 13673, obler1iendo 
produccioales de 2.3-3.5 mg de B-12/1 con el primero y de 1.S-
4.S mg de B-12/l con el segundo precursor. Un ari~li5is 
estadístico de lo5 resultados indico que no se µuede 
incrementar la p1·oduccíOn arriba de 3.8 m9 de E-12/l 
empleando glicina y arriba de 4 a 6 mg de B-12/l empleando 
cobalto en un medio de cultivo a base de .JCL. Cor110 
concecuencia de estos resultados se plantearon experimentos 
empleando glucosa come. fuente de carbono para probar adem.!l.s 
de estos des precursores otros agentes que pudier~n 
incre~entar dicl1a producciO~. Dichos e~perimentos M~slr~1·cn 
incrementos ha:;l~ de-1 100 !:.. fiesull.ados. que ~-= lc91~o;;.rcr. 
empleando u~ ~is~nc e>:p~riment~l Pl6c~;elt-Eu1·man y un dise~c 
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.r.~ctc1··ial :: .... ?. Les {g,:.tcres· de 'i.ta.ri.:..c.ie1'1 iueroh: glic.ina., 
cobnlto 1 1,4-Dieth~l-2,~,6-trimethylpiridine-S,5-
Dicarbcxylate <DDC>, propanol-cianur~do 1 tween GO y volumen 
de medio de- fermer1laciOn, ""n el prime-r dise-;'¡oj 9licina 
glucosa y nf tr09eno 1 en el s~9u11do dise~o esl~dlstico. · 

El p~imer dise~o esladlst~co ayud~ a sele~cionar el iactcr 
que tuviera efecto sobrE nuestras variables de respuesta, 
sobresaliendo en este caso la glicina, misma que con una 
concentraciOn de 8 mH en el medio dE fermentacibn proporciono 
los mejores resulta"dos: 8.5 m9 de E-12/1 1 S59 ..J-1.S de E-l:Z:/9 
de cel y 58.6 _µ9 d.;:i B-12/lh en producción, producciOn 
especifica y productividad, respEctivamente. Siendo 
superiores a los alcanzados en el experimento control: 4.0 ms 
de E-12/1 1 600 µ9 dE E-12/ 9 de e.el ')' 27 fl9 de E-lZ/lh. Co1l 
el DiseÑo Factorial 2"'3, al variao.r los niveles de los 
factores glucosa nilr09eno y glicina se ottu~o un incre1nento 
del 15 % (9.93 ).J9 de B-12/l > en produc:ciOnJ 14 ';; \68.2;' .)..19 
de- B-12/lhJ en productividad sir1 preser1ta.r incremento en la 
producción especlfica de vitamina B-12 C790. 6 J...lS de B-12/g 
de c:el.1. El anAlisis estadlstic:o de estos dltimos resultados 
indicaron disminuir los iactores nitr09eno y glicina y 
aumentar la glucosa para lograr ur1 mayor incremento de este 
metabolitc. Sin embargo, los resultados con los nuevos medios 
de fermentaciOn conformados no reflejaron un incremento 
significativo desde el punte de vista estadfsticc. Pero quiz~ 
desde el punto de vista econbmico, el cesto de este 
metabolito en el mercado justiiique dicho increriiento. 

_,_ 



! INTRODUCCION 

En- los llltimos años, varios :investis~d.ores han dirigido sus 
estudios en la bdsqueda de procedimientos por medio de los 
cual es puedan ser aprovechados todos a que 11 os pr oduc: t.os 
org~nicos que se deriven direct.a O ir.directamer.t.e del sector 
agr·cpecuar i o con el -f l n de obtener prcduc tes importan tes en 
la ind!J-stria Ou!mic:a, Farmacéutica, Alimentaria )' de 
Alimentos Balanceados. 

La potencialidad de estos estudios es muy importante yn que 
:e a:l i vi arlan prob 1 emas de contar.1 i nac i fin ocasionadas por 1 os 
desechos agroindustr iales )' parc..lelamente se obte-ndr lan 
beneficios para el hombre, ya que la composicibn qulmica de 
dichos subproductos es tal que solos O complementados pueden 
ser empleados como sustratos en procesos Termentativos para 
obtener productos como: aminoti.cidos, vitaminas, prot.eina 
unicelular, antibióticos¡ en Tin, todas aquellas sustancias 
para satisfacer necesidades alimentarias y de salud. Para que 
de &=:ta .forma hace1~ · que lo que antes era consider·ado 
desperdicio agroindustrial ahora deba ser visto como materia 
prima disponible pa.ra su aprovechamiento. 

Como ejemplo de utilizaciOn de subproductos se tienen a: la 
utilización del bagazo de caña en la producciOn de furfu~al, 
papel, l igncsulfatos, ta.blercs a9lor,1erados y compostas para 
la produccibn de champiñonesj uti 1 izacitln de- melazas de caña 
en la .:.limo:nta::iOr1 9Q.nadera., en la produccibn de alcohol, de 
a.ntibibticos, amino~-::idos, etc; uti li:;:ac:ibn de re-siduos de- la 
industria del IimOn para la obtencibn por pr·ecipitaci~n de 
Acido cllrico y derivados. De los subproductos que son O han 
sido motivo de estudio se tien~n, ademAs de alsunos de los ya 
~encionados anteriormente a: la .fermentac:ibn del almid~n de
la mendioca. Chuac:amote> b mela:::a. de- caña pa1'a obten.er et~nol 

CViniegra 1981>; a partir ~e recursos cel~lOsicos obtener 
protelna unicelular (Quintero 19811; iermentacibn de desechos 
de jugos cltricos para obtener levadura alimenticia y etanol 
<Note et al. 1942>; y actualmente, fermentación de un medio 
que contiene el d~s~cho a9roindustrial njugo cocidc d& limen'' 
par& obtener ~c:ido glul~mico <Islas 1984) y vitamina E-1.2 
CP~rez 198!). 

De los des~chos producidos en nuestro pals, destacan los 
9enerados por las industrias frutlcolas, con una proyeccibn 
de re5: i duos para 1982 de aproximadamente 1, 108, 686 tone:- ladas 
C40 % del volumen procesado> (Garcla y Pérez 1983). Come 
ejemplo de residuos frutlcola que actualmente se enc.uentrar1 
bajo estudie para encontrar la posibilidad de empl&~rlo como 
constituyente de un medio de fermentacibn para la produccibn 
de vitarnina B-12, se tienen a los re-slduos de la 
industriali:acibn de la piRa·y al jugo coci~o del limbn. El 
primero representb un volumen de 134 1 640 lor.e-lada.s C6·'J ~~ d.el 
4ruto> para 1978 concentrades en le CuEnca del P~palc~p~1l; de 

-3-



este subp1·cducto, E0.740 lot)elaja~ C60 %} ~en r~slducs 
ll~L!.fdo!!::• cuya ccmpo=:icitin qulmlc::c> es c:.dt::cL•adiE'. p.::.ra E-mpl~arsE 
como -fuente de c;;rt:::r.c:;. L=. :::t..z.c:.ar~. de pif:a, re:.=.::ir LE:!:. )' ct1 os 
dQEp~r~i~ios SOi) ulili:~d~~ para la cbte~c:.iOn ~e· sLlvadc 
tc!s=are. de pir.a pre:r1=:.ada )' de.shidratad;:.) quE- si? d~:st.ina a la 
a.li!T'l-:-ntac:iOn de ganado. Los JUSOS se han querido emplear ¡:ara 
pt"'od'ucfr alceh=l )' Vina9re por medios ierment.:i.tivcs pero han 
ido al 'fracaso debido a las in~tal~.ciones inadecuadas que se 
tienen. El jugo c:o=ido de limOn representa aproximadamente 80 
mi llenes ée litros anuales, el cual ha sido empleado para la 
obtenciOn de Ac:ido c:ltrico por precipitac:ibn con hidrbxido de 
calcio. proceso obsoleto porque compite con el Acido ~ltrico 
producido por iermentacibn; dicho subproducto presenta buenas 
caracterlstica~ para poder ser empleado como +uente de 
carbono en la obtención de metabolitos de inter~s coroerc1al. 
Actualmente se han reali:ado estudios p~ra producir vitamina 
B-12 1 sustancia terap&utica muy imporlant~ usada para el 
tratamiento de la anemia perniciosa, como antineurltico y en 
otras afecciones humanc..s; en la industr·ia alimentaria sc
emple~ como complemento alimenticio y en veterinat·ia como 
'factor de crecimiento. La vitamina B-12 no se produce e11 
México y su nivel de importaciOn es alrededor de 200 millones 
de pE!-scs anuales, bc;;jc diferentes presentaciones comerciales, 
principalmente como polvo celular con un 50 % de actividad. A 
nivel laboratorio, las fermentaciones empleando un medio que 
contiene jugo cocido de limbn y empleando al microo1·9anismo 
.E..c...cu2i.cn.ill.act ~r i uro .s..h.erna..ni.i ATCC 13673, han enf ccado 1 os 
estudios para conocer el eiecto que tie11en el inoculo, las 
condiciones anaerbbicas y aerObicas sobre el crecimiel)lo y 
¡:roducciOn de vitamina. B-12, asl como el e-fecto que presentan 
el emplear diferentes fuentes de nitr~geno y la adicibn d~ 
algunos precursoreE de I~ vitamina B-12 sobre la producci~n 

de ~sta CP~rez 1981 l. 

En virtud de que e-1 nivel de aeración parece ser impo1~tante 
en. la µroducciOn de vitamina B-12 y que en el medio ~e 

fermentaciOn hay producción de ácido succlnicc <Santana 
1993'>, precursor inicial en la ruta biosint~tica de la 
vitamina B-12, se planteo realizar estudios para encontrar el 
mejor nivel de aeraciOn y el eiecto que pudieran presentar 
ciertos precurscreE tc.les como 9Iicina y cobalto sobre la 
p1~oducciOn de vitamina E-1:::: en u.r, rne~io de fermentac.i6n a 
tase de jugo cocidc de limbn. EstE mismo trabajo presenta 
estudios do11de fu~ empleado adem&s de glicina y cobalto, el 
precursor 1 1 4-Dieth~I-2,4,6-trimethylpiridine-3.5-
Dicarboxylate CDDC> y susta11cias te1~scactivas Cpropanol
cianurado y tween 80) en un medio de ierme1~ta=ibn a base de 
glucosa como fuent~ de carbono. Finalmente el medio de 
fermentaciOn prepuesto por éstos dltimcs experimentos iu~ 
optimi:8do variando las concentraciones de la +uente de 
carbono, nitr09eno y glicina con el iln de incre~entar la 
produccif:ln de vitamina E-12 que hastc. la fecha SE: habla 
obtenido con el medio base de glucosa CScntana 19831. 
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II. A N T E C E D E N T E S 

I I f. INDUSTRIA DÉL LIMON ~IEXICANO 

En la industriall:::aciOn del limOn mexica.no, se obtienen c:on10 
productos principales: aceite esencial, jugo >' c:Ascara. El 
aceite esencial se encuentra distribuido en todas las 
celdillas d~ Ja cAscara del fruto; actualmente se conocen y 
utilizan 3 procesos de extracciOn que dan lu9ar a tres tipos 
de aceite esencial: aceite esencial destilado, aceite 
esencial centrifugado tipo A y tipo B. En el proceso de 
extracciOn de ~ste ~ltimo aceite, se obtiene también jugo 
simple y ju90 concentrado, et cual se obtiene por medio de un 
evaporador de doble efecto en una proporcibn de 5 a 1. 

En.general las plantas fndustrializadoras del limbn 1 producen 
los siguientes derivados industriales: 

a> Aceite esencial destilado. Se utilizan en la elaboraciOn 
de re-frescos embotellados csquirt, gi nger-ale, seven-up>, 
saborizantes para dulces, gelatinas, elados y esencias para 
reposterla; en la eJaboraciOn de aditivos que dan aroma a 
lcctones, perfumes y cosm~ticos. 

b> Aceite 
saborizante 
reposter la. 

esencial centriTugado tipo •s". Se utiliza 
en dulces, gelatinas, elados y esencias 

como 
para 

e> Jugo concentrado congelado y centrifugado. Se utiliza como 
sustituto de limOn fresco, en la elaboraciOn de preparado 
para 1 imanadas, mermeladas )' jaleas; y para balancear la 
aci~e: ~e los jugos enlatados. 

d> CAscara deshidratada. Se u~:ll:lza como materia prima par~ 
la extracci~n de pectinas; las cuales tienen la propiedad de 
quelar liquides azucarados, propiedad que la hace ser muy 
dtil en Ja tndustrJa alimentaria en la elaboraciOn de jaleas, 
dulc~s, gelatinas, mermeladas, etc. También se utiliza en la 
industria farmac~utica para elaborar suspensiones 
<AnOnimo 1'?79J. 

Espec!Ticamente en la obtenc;ión del aceite esencial destilado 
CTi9ura 1, proceso 2) 1 se origina un subproducto conocido con 
el nombre de ªjugo cocido", el cual representa a nivel 
nacional alrededor de 80 millones de litros al aÑO. Dicho 
subproducto ha sido utilizado industrialmente para la 
cbtenciOn de acido cltrico por precipitación con hidróxido de 
c:alcfo, proce~o que ha sido obsoleto ya que compite 
desventajosamente c:on el producido por ferroentaciOn, a pesar 
de su bajo costo. 

Actualmente, este reslduo de )imOn, 
problema de eliminaciOn. Desalojarlo al 

-5-

representa un serio 
drenaje aumentar ia la 



1 

"' 1 

PROCESO NO. 1 

Lil". 
Lnvado Y -Limó· fruta--+t:ncf!r-.11do-seclldo- 591ecc~ón-Calibrndo-Envneado- Limón para 

'. •l1•cci6n n ' r.ocE•O No. ~· co º" con•- h~•no 

< Ac.,ite destilado 
Limón para rren1u1do....- Emultil6n -Dontil11ci6n 

indu11trinll7.AcJ6n 1 JUqo-nceitc : JUGO COCIOO !JE LtHON 

PRoct:SO !lo. 4 

Do?npcd1u:ndo L<"lvndo : secado --- Cli'lcn~= r;~~t~~!rncción 

!_ - - - - - - - ., 
~-----· ... ·---------------:,-------, 

• Emul1116n C1mtri(uq11ci6n lli;elte 
-rica en 11cei~ 110. 2 --tt:entr1rug1ulo 

S<!tnl1l1u1, celdlllnn, pulpn, ate. 

F'iq, 1. Dinqrarn11 de bloquen"p11ra 14 indu11tri11liznci6n del lim6n lflf!1tlc11no. 



demanda bioqulmica de oxlgeno (DBOJ por la gran canlid~d d~ 
matei"ia.l or9énico presente; ·desalojarlo al campo oi=aslonar·la 
daÑos a la flora y como consecuencia contaminaciOn ambiental¡ 
y si se deposita en pozos, la infiltrac:ibn puede contaminar 
los mantos acuJferos subterraneos. 

Por los problemas de eliminaciOn 1 contaminaciOn 1 asl como por 
sus altos voldmenes y por su composiciOn qulmica <tabla l)¡ 
especlficamente por tener niveles aceptables de az~cares y 
Acido cltrico 1 puede ser empleado como un buen sustrato de 
TermentaciOn para la producciOn de metabolitos de interés 
industrial, tales come: aminoAcidos, antibiOticos 1 vitaminas, 
enzimas, Acidos org~nicos, etc.. Sustancias de gran 
importancia para las industrias Farmacéutica, Alimentaria y 
de Alimentos balanceados. En el caso particular de uno de los 
grupos de investi9aciOn del departamento de Biotecnologla del 
Instituto de Investigaciones Biomédicas seleccionaron emplear 
a este desecho industrial como fuente de carbono para la 
producciOn de vitamina B-12· (Pérez 1981, Santana 1983J y 
también para la producción de Acido 9lutAmico <Islas, 1984) 1 

productos de 9ran importancia industrial. En el case de la 
vitamina B-12 uno de los motivos primordiales de haberlo 
seleccionado fué por ser un producto totalmente de 
impo~taciOn y de gran demanda en las industrias antes 
mencionadas. 

-7-



TAELA I. CDMPDSI<;ION G!UHÍICA 
0

DEL' JlJGCÍ-cOcilJO DE LIMON. 
.- -i~"::"::·' . 

'--·. ·.::.:~\<; -.. _ .'~'~: 
- ---------- - ------- - ---- ..; -- ..;.._ ---- - -- ... --·- _-..: _·-~ -.,.; ~-· - - - -- ---- - - -

CONCEPTO 

Manganeso 

Cobre 

Magnesio 

Hierr-c 

Cinc 

Cromo 

FOsforo 

Azdc:areS reductores totales 
·<m~todo Ti ng l -

NitrOseno Total 
<Mé-todo KjelhdalJ 

Acidez <Ac ido el tr ic:oJ 

Aceite esencial 

G!Erix <refraccibn> 

pH 

Fuente: Determinaciones realizadas 
anAlisis especiales de la 
Fruticultura CCONAFRUT>. 
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CONTENIDO 

.1.s ppm 

0.85 ppm 

e.o ppm 

16.85 ppm 

4.2 ppm 

3.0 ppm 

.15.95 mg/100 ml 

1. 5 % 

0.066 :g/100 mi 

5,43 % 

0.02 % 

8.06 % 

2.5 

por el laboratorio 
Comis1bn Nacional 

de 
de 



rillb. GENERALIDADES SOBRE VITAMINA B-12 

IIlla, INTRDDUCCION, 

La.s cé l u l ~s vi vas ademá.s de contener- prcite i nas, Ac idos 
nucleicos, gl~cidos y llpidos, contienen sustancias org~nicas 
que actdan en cantidades mlnimas siendo vitales para muchas 
formas de vida, llamadas "vitaminas", cuya importancia 
biolOgica fu~ descubierta por su ausencia y no por su 
presencia. 

La función biolOgica principal de las vitaminas en las 
c~lulas es en forma de coenzima (transportadores 
intermediarios de grupos funcionales, de Atemos especlf icos O 
de electrones) en reacciones metabOlicas especlficas 
catalizadas por enzimas <tabla It>. 

La vitamina B-12 (cianocobalamina> fué descubierta en 
estudios sobre nutrici~n realizados en animales de 
laboratorio y en bacterias convergiendo en un compuesto 
com6n. En los primeros como respuesta hematopoi~tic:a de 
pacientes con anemia perniciosa y en la segunda basado en la 
puriTicac:iOn del factor de crecimiento de WlctobaciZlus 
i~ichmanii CDavls 19801. 

IIilb, ANTECEDENTES HISTDRICOS. 

Muchos estudios se han real izado en torno a la apariciOn )' 
obtenc:itin de la vitamina B-12 <tab·la III>. 

No solo se tienen reportes de la obtenciOn de vitamina B-12 
por extraccibn a partir del hlgado, sino tambi~n a partir de 
su s1ntesis qulmica. Wood\"ard y Eschenmoser emplearon 10 a~os 
para lograr los primeros pasos de sus slntesis hasta que en 
1973 Krieger y Maugn requirieron 70 pasos par~ ~intetizarla 
iinalmente. Indudablemente estos procesos no son ccsteables 
para propbsitos industriales, por· lo que hoy en dla debido o. 
los altos costos y pocos rendimeintos C:Oll los m~todos de 
extrac:c:iOn y slntesis qulmica, la vitamina B-.12 se obtiene 
mediante procesos Termentativos evitando de esta forma los 
grandes costos y tiempos de produc:c:iOn (vla qulmic:a> CKrie9er 
1973, Maugh 1973). 

-9-



-o 
1 

TABLA II • F~rmas: Coenzimáticas de l.as vitaminas y sus reacciones de transfei;:encia 

de grupos. 

Vitamina 

Hidrosol.ub1es 

Ribof l. amina 

Tiamina 

Acido Nicotínico 

Acido Pantoténico 
Piridoxina 

Biotina 

Acido Fó1ico 

Vitamina B1 2 

Acido Ascórbico 

Acido Lipoico 

Liposol.ubles 

Vitamina A 
Vitamina o 

Vitamina E 
Vitamina K 

Coenzima o forma activa 

F1avin Mononuc1eótido (FMN) 
Flavin Adenin Dinucl.eótido (FAD) 
Tiamin Pirofosfato (TPP) 

Nicotin-amida Adenin Dinucle6tido (NAO) 
Nicotinamida Adenin DinucleÓtido Fosfato 
(NADP) 

Coenzima A (CoA) 
Fosfato de Piridoxa1 

Biocitina 

Acido Tetrahidrof6l.ico 

Coenzima B12 

Lipoil-1.isina 

11-cis Retinal. 
1,25-0ihidrOxicolecaciferol 

Fuente: Leh1n:inger 1 981. 

Entidad.transferida 

Atemos de H 
Atemos de H 
Aldehídos 

(electrones) 
(e1ectrones} 

Atamos de H (electrones) 

Atemos de H electrones) 

Grupos Acil.os 1 

·Grupos Amino 

Dioxo de Carbono 

Metilo,· Metileno o Forminino 

Grupos Alquilas 

Cofactor en hidroxilación 

Grupos Acilos e H. 

Tiamina en el ciclo Visual 
" " Metabolismo 

del Ca1cio y del Fosfato. 
Funciona como Antioxidante 
Funciona en l.a Biosíntesis de 
Protombina 



TABLA III. AtJTECEDENTES'HISTORICOS DE LA VITAMINA B-12 
·- ':' 

--- --------- ..;._ ;_ ----------- ...;,_ --;..._ ~- __ .;.,. -- - --- - - ----- - ---- - --- - - -- - - -. - - . . . 

DESCUBRIMIENTO POR'/ AÑO• 

Wipple ~nd Rodscheit-Robins 
(1925) 

Minct and -Murphy 
e 1928> 

En 1940 

Em~r)' and Hurran 
( 1945) 

Emery and Parker 
( 1946) 

Smith - Cen In9laterr·a)
Folkens and _et al. 

(1948) 

Rickes and et al. 
Stokstan and. et al. 

f!C?4e> 

Smi th y Parkel"'s 
( 1950) 

Ho.d9kin and et al. 
(1955) 

* Metzler 197'.7 

HECHO HISTORICO 

El hlgadc de toro contiene 
un principio activo que. ayuda 
a combatir la ar1emta perniciosa 

El principio activo es extrai 
do del h19ado empleando agua. 

Los caldos de fermentaci~n pa 
ra la produccibn de estreptomi
cina ricos en vitamina B-12 era 
esencial para el buen desarro--
1 lo de los animales. 

Se descubre que la a~12 es 
un buEn factor de crecimiento 
para LacJ:.c.b.at:il Jp5. Jpcti5. * 

Obtuvier-on un concentrado de 
J mg de B-12 a partir del hl9a
do. 

Obtuvieron 5.5 mg de este 
mismo activo. 

·-obtuvier·on cristales pur·os 
de vitamina E-12. 

Indican que la vitamina B-12 
es un pr·cduc to exc; lus i vamen t.e 
de origen micrcbiano. 

Repor·tan la pr·eparacibn 
+orma pu1~a de la B-12. 

en 

Aclaran la estructura de la 
vitamina B-12 por cristalo9ra-fla 
de rayos "X". 

Fuente: Krie9er 1973 y Maugh 1973. 
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!!lle. ESTRUCTURA QUIMICA. 

La estruc:tur-a . de la vitamina B~12. <Cianocobalaroina, 
c·1anur»o.foS'T.ito 3'--ester con s,S-diME>-t.il-J.-.:..lfa-·D· 
ribofuranosilbencimidazol cobinamidaJ es muy compleja (figura 
3>, cuya fOrmula es C-63 H-88 0-14 N-14 P y Ce con un peso 
moi'ecular de 1355.42 g/mol. Est.A formado principalmente de 
dos porciones: 

aJ Un grupo planar, macroanillo llamado corrina, es muy 
semejante al anillo de la porfina <iigura 2a>, contine 4 
anJllos pil"'rOlicos reducidos <de A a D> que se unen a un 
Atomo central de cobalto, cuyas dos porciones de coordinaciOn 
restanteS estan ocupados por cianuro <CNJ por encima del 
macroanillo y un nucleOtido por debajo del mismo. Los anillos 
pirrOliccs estAn unidos entre sl por puentes metenos 
similares a los encontrados-en las porfinas a excepciOn de 
los anillos A y D que est~n unidos directamente entre los 
carbonos alfa. Sus anillos pirrOlicos estAn extensamente 
sustituidos con grupos metilos y con res~duos largos de la 
acetamida O propionamida (figura 2b). Contiene una molécula 
de D-1-amino-2-propanol (figura 2cl unido a un residuo de 
propionamida del anillo pirrblic:o D. 

b1 Un nucleOtido, situado casi perpendicular al grupo planar, 
cuya base es el 5,6-Dimetilbencimidazol unida a una ribosa 
por una uniOn alfa-glucosldica, a diferencia de las uniones 
beta tlpicas de los Acidos nucleicos. La ribosa se encuentra 
fosforilada en el carbono 3. 

Existen dos conecciones entre las porciones planar y el 
nucleOtido: 11 Una ur.iOn ester entre el fosfato del 
nucleOtido y un~ fracción 1-amino-2-propanol, la cual esl~ 
combinada. en·uniOn amida con una cadena lateral propiOnica en 
el anillo D y 21 La unión cocrdenad~ entre el cobalto y el 
Alomo de nitrOgeno glio·xalino del bencimidazol ·cnrill 1978, 
Lehninger 1981>. 

La vitamina B-12 (cianoc:obalaminaJ aislada inicialmente, 
cont&nla cianuro en una de las posiciones de coordinacibn del 
cobalto. Ocurre con menor frecuencia en la natur~leza,· pero 
es ge-ne-rado a. lraves de la a.die.ion de- c.ia·nur·o durante el 
procedimiento de extracciOn. El término genérico, cobalamina, 
se usa para designar a la mol~c.ula de vitamina E-12 menos el 
grupo cianuro y es prefijado por el grupo aniónico "R". La 
nomenclatura. y estructura de la vitamina B-12 )' algunos 
compuestos relacionados se muestra en la figura 3 y en la 
tabla IV. 

II!id. FUENTES DE OBTENCION 

La vitamina B-12 no es sintetizada por animales o vegetales. 
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Corrln 
Acfdo coblrínlco 
X= H R =OH Acldo cobinlco 
X=H R = NH2 Coblnamldo 
X=P03- rlbosoR=OH Acldocobámlco 
X= P03- rlbosa R=NH2 Cobamlda 

FIGURA 2. Nomenclatura SistemAtica de la Vitamina B-12 y 
Compuestos Relacionados. El diagrama pequeÑo 
muestra la estructura de la porfina para 

comparaciOn. Los anillos pirrOJicos del macroanillo 
ccrr!n se designan de A a D. Los 9rupos 
sustitutivos acetamida y propionamida se designan 
de a a 9. Drill 1978. 

R·C..-

FIGURA 3. Formula Estructural 
CCianocobalamina). 
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TABLA lV. Vltamina 812 y al9unoa co111pueatoa relacionadoat nomenclatura-y-estructura 

Nombre comGn Nombre 
uemlai11 tn111ltico 

Hombre 
ai11te111ltico 

Li9andoa-del cobaiio 
Bnci111a del Debajo del -plano _-,!:at-ructura• 

Vitamina D12 Ci11nocobal~minn 

Vitamina D12a Hidroxicob11laminn 

Vitamina Dt 2b Acuocobala'!'ina 

Di11cuocobal11min11 

Vit11minn Dl2c Nitrocobala111in11 

Saudovitamina D12 

Factor 8 Atiocobalnmina 

F11ctor D riboaa- Atio·obalnmina 
[oafato f'oaroriboaa 

Deaoxiadenoail
cobnl1uninn 

Hetil D12 Hetilcob11l11mifl., 

plano · 

a-(5,6-0imetil- cN 
bnnzimidazolill
cinnocobamida 

a-(5,6-Dimntil- OH 
benzimidazolill 
hidroxicobamida 

~;~!i!i~!::iii)- . 1120 

11cuocobamidn 

~;~!i!i~!::iiii- "2º 
di.,cuocobamida 

o-(5,6-Dimetil- N0 2 
beflzimid.,zolil)
niti-ocobamida 

a- (lldeninil)· CN 
ci11nocob11mid11 

Cinnocobinamid., CH-

Cinnocobamida CH-

a-(5,6-0imetil- Ad-
nonzimidazolil)·-
5'-deaoxindoflonil
cobamila 

á-cs,6-Dimetil- c11 2 benzlmidazoli ll 
motilcobnmida 

5, 6-dimetil 
benzimidazolil 

5,6-diauttil 
benzimidazolil 

5, 6-dimetil
benzimidl\ZDlil 

5,6-dimetil
benzirnid.,zol 

Adeninil 

·11 o 

5:6-dimotil--i____. 
bonzirnt"dazol 11 

La nomcnelaturl\ estructural se explica en el texto 

Fuentcn Di-ill 1978. 

º" ' rf--
Li..... 

11,0 

' rf-· 
Lt..... 

CN 

' -e-
' !!,Q 
CN 

~
c~,p .. 

1 

-~ 
'"• ' ,.-c.-

Lt. ',. 



Sin embargo algunos ar1 ima les son portador es de é:t:. L.: 

metabolitc. Su f~~~te or!9i1)&l i ünica ell la nctu1·a1~~c ez la 
producida por los mic:roorgani~rnos qu'? c:rec:en_ en el sue-lo, 
desagues, a9ua, abonos,_ tnte5tinos ~panzas· d~ rumiantes 
<Dril? 197S 1 Goodman 1978). 

Las fuentes alimentici~s rica.s en cobnlanlina con m~= Ceo 10 
ug/100 g de peso h~medo son: h1gado, riÑones,, ccr.::i.;:on de 
cordero y de- buey; la5 ostras )' la5 almejas que toman di=l mar 
microor9anismos que sintetizan vitamina s-12. De 3 a 10 
ug/100 g de peso seco: la leche descremada., .e.-n polvo, algunos 
alimentos marinos <cangrejos, ciertos peces de las rocas, 
salmones y sar·d i nas l y la yema de huevo. De 1 a 3 ug/ 100 g de 
peso hómedo: carnes musculares, algunos alimentos marinos 
(langosta, vieira, lenguado, el baddock ··pez semejante al pez 
bacalao>, el pez espada y el atbnJ y algunos quesos 
(camembert, 1 imburgol. Menos de 1 ug/100 g de peso hllmedo en 
productos l~cteos llquidos, crema, queso cheddar y tipo 
cottage <Goodman 1978). 

Su existencia en los tejidos animales procede de los 
alimentes y de la slntesis microbiana en el tubo di9eslivo. 

De los microorganismos que sintetizar1 vitamina B-12 por 
arriba de sus necesidades, se pueden citar a 
ec.s:tp.lc.nihacteriu.m. ~b.a.r:.ma..ni..i., ~tnmicss sc...iS.~ (productor 
de estreptomicina> y ~reptnmtces a~c.e.Q~acfen5 <aureomicinal, 
E5~u.d..cme:n.as .d.e..nitrifJcan.s.. 

IIl!e. USOS TERAPELITICOS 

La vitamina B-12 es ampliamente usada debido a que no 
presenta efectos tOxicos. Se emple·a en el tratamiento de la 
hepatitis infecciosa, la esclerosis mdltiple, la neuralgia 
del trisemino, como estimulante del apatito, en diversas 
neuropatias, en el crecimiento deficiente, alteraciones 
·psiquiAtricas 1 ·el envejeciiniento 1 la esler·ilidad 1 varias 
Termas de desnutriciOn, alteraciones dermatol09icas, 
tirotoxicosis, como placebo y como •tonico•, La vitamina B-12 
se ha u ti 1 izado ampl lamente como compl emer,to nutritivo para 
animales de granja y aves de corral <Meyers 1980 1 Drill 1978, 
Gocdman· 1978), El Unico uso cllnico establecido es en el 
tratamier,to de la anemia perniciosa. 

II!lf. FUNCIONES METABOLICAS 

Las cobalaminas intervienen en muchos sistema5 metabOliccs en 
el hombre. Son esenciales para el crecimiento y nutriciCn 
normal 1 para la hematopoiesis normal, par·a la producciOn 
normal de todas 1 as e~ lulas epitelial es ( i ne 1 uyendo 1 as de 1 

·tubo di9estivol y para conservar la mielina del sistema 
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nervioso. Son tres los sistemas de en:lmas cobamida
dependientes de mayor importancia iisiopatol09ica en el 
hombre CConn 1976, Me~zler 1977 1 ~ehninger 1981>: · 

S.> - SiSt'ém·a m·ettJm-8.lcniJ-Cc.?. nlutasa· deso>:iacie-O·osflccbalaint'Y.11~.-·: 
deper.d i_e1'lt.e-. 
b) - Si_stema ribonucleOtido reductasa. 
el - Sistema de la sintetas;a de metionir1a metiJccbalamina 
dependiente. 

In! 9, MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE VITAMINA B-12 

Varios microo1~9anismos sintetizan vitamina B-12, algunos lo 
ha~en en cantidades mlnimas necesarias, otros la sintetizan 
en exceso. Existen microor9ani$mos que la necesitan 
ex09enamente para poder crecer CLa.c...t..cbac i J J 11s 1 e i chm.a..n.il 1 l..... 
.lac.115> y otros no parec:er1 requerirla ni mucho menos pueden 
sintetizarla CE..... ~c.l..i>. La concentraciOn de vitamina B-12 
necesaria para obtener un crecimiento mAximo es; muy variable, 
pero en general se estima de 1 a 50 ng/ml <Rose- 1977). 

La vitamina B-12 es producida principalmente por 
Actinomicetos y bacterias CDarken 1953J. Entre los primeros 
se encuentran las especies de Mocardia ryggsa y ~ ga~ 

quienes producen principalmente 5'-Deoxiadenosilcobalamina en 
un SO % y el g~nero Streptomices quien produce generalmente 
hidroxocobalamina. Entre las bacterias destacan: 
Eccc1cnibac~~~.lllm ír.el.L<!~n""-1..c:.bii !produce 5'-
hidroxiadenosf lcobalamina en un 80 %J, e... 5hermanii <produce 
s•-hidroxiadenosilcobalamina en un 80 % e hidroxocobalaminaJ, 
y ~uctcmc.tia~ .d..e.D...1.±L.if..i.c;.~s.. 

No todos los microor9anismos si~tetizan cianocobalamina como 
tal, sino la producen er1 forrna de pseudovitamina. 

Las ceba laminas son .frecuentemente encontradas e.n la 
naturaleza como una mez¿la de ciano-, hidroxo-, 
deoxic?.dencsil- y metil-cobalamina. Estas cuatro formas 
tienen importante actividad metabOlica en los organismos 
vivos. La hidroxocobala~ina fu~ primeramente aislada de 
St.rt-ploroic.:-s, productor·c-s dE antibiOticos y to.r,;bif:n de- E.... 
sh.e:cm.a.Llii. La coenzima E-12 (deoxiadenosi lcobalaminal siempre 
es endoc~Jular ten cepas silvestres), puede ser e~traida y 
estabilizada con cianuro a diferencia de la rnetilcobalamina 
quien no reacciona con este radical <Florent and Ninent 
1979). 

De los microor9anismos productores pocos son 
empleados a escala industrial <tabla V>, de 

o han .sido 
los cuales 

destacan las especies de Propionibac:terium y P5eudaroanas 
den11~iíicans como los mejores productores de vitamina E-12 
<Perlman 1978, Florente and Ninent 1979). 
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TABLA V. PRODUCCION DE VITAMI_N~ BJ_2 _:-__ PpR ·VAR:IO_S MI!=!ROORGANISMOS 

Cepa 

Micromonosp..2!:,.~ §.P• 

Nocardi~ ~g~ 

~P.ionibacterium freudenreichii 

Propionibacterium shermanii 

Propionibacterium shermanii 

~pionibacterium shermanii 

~pionibacterium vannielli 

Pseudomonas denitrificans 

Streptomyces olivaceus 

Mezcla de bacterias ~génicas 

Bacterium FM 021 

~ bacillus omelianski 

Protoaminobacter ~ 

corinebacterium y Rhodopseudomonas 

Nocardia gardner 

Fuente: Florent and Ninet, 1979. 

Fuenté· de -carbono 

Glucosa 

Glucosa-melazas de caña 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Glucosa 

Melazas de remolacha 

Glucosa lactosa 

Metanol 

Metanol 

Metanol 

Metano! 

n-Parafins 

Hexadecano 

Rendimiento -
(mg / 1) 

11 • 5 

14 

25 

23 

28 

39 

25 

59 

8.5 

35 

2.6 

e.e 
2.5 

23 

4.'s 

Referencias 

Wagman, ~ .!!_. (1969) 

Farmacautici Italia (1970} 

Uclaf ( 1960) 

Speedie and Hull (1960) 

Chino in Gyosyszer ( 1965) 

Pierre! .S.p.A. (1965 b) 

Piva R. F.K.P. (1964) 

Merck and Co. (1971) 

Terada, -et ~· ( 1959) 

Richter Gedeon V.G. ( 1966) 

Toraya, et al. (1975) 

Pantskhava, Bykhosky (1966) 

Kojima, ~al. (1976) 

Nakao, ~al. (1974) 

Kyowa Hakko, Kogyo Co. LTD. 
(1970) 



Yll !h. PROCESOS FEP.HENTATJVOS PARA LA PRODUCCIOM DE VITAMINA 
B-12, 

En éllsunos procesos de fermentaciO~, los 
vite.mina· E-12 van cor·re-lacionados con 
microbiano; por lo que parte de los 

rendi~íeritos de 
el· -~recimienlo 
estudios para 

aumentar su produccibn estan dirigidas a 
crecimiento del microorganismo (Perlman 1978>. 

incrementar el 

Industrialmente las Propionib~cterias y las Pseudomcnas son 
tos microorganismos mhs importantes dado que proporcionan 
buenc. produc:ciOn de vitamina B-12. Por tal motivo son 
empleado5 en estudios para incrementar la producciOn de este 
metabolito e incluso participan en los procesos fermentativos 
que· 5e encuentran pantetados. · 

Las Propionibactertas son microorganismos microaerofllicos 1 
producen cobaltocorrinoides en medios de cultivos con 
carbohidratos convenciona·les Cglucosa. O melasas invertidas, 
10 a 100 g/l), complementado con sales de cobalto (10 a 100 
mc:i/l l. Sin aeracien producen principalmente 
a~enosiJcobalamina dependiendo del suplemento .interno o 
externo del 5,6-DMB. 

Los procesos con e..... f..r..~~~enc.e.i~b...Li ATCC 6207 y con E..... 
s.hec.man.J...i ATCC 13673 Csubespecies y mutantes) resultan ser 
muy importantes ya que pueden sintetizar bajo condiciones 
aerObicas su propio 5,6-D~IB. 

En virtud de sus carscterlsticas microaerofllicas y la 
propiedad que tienen de sintetizar su propio 516-DMB se 
recomienda que el proceso de producciOn de este meta.bolito 
se realice en dos etapas de aeraciOn. La primera bajo 
condiciones anaerObicas hasta casi el total consumo de sus 
~zdcares con el fln de promover el crecimiento del 
microorganismo y la producciOn del factor B Ccobinamida>; la 
segunda bajo condiciones aerObicas par·a facilitar la 
formac!On del 5 1 ó-DMB y promover su uniOn con el factor B y 
formar finalme~te el S,6-dimetilbencimidazol-cobamida-5-
deoxiadenosina (5'-deo~iadenosilcobalamina). Estas dos etapas 
pueden realizars~ en un solo fermentador o bi•n en un sistema 
de do~ ferm~ntadores. 

Uno de los procesos qu~ emple~n dos etapas para l~ ~reducción 
de la vitamino. :S-12 es el de Speed.ie and. Hull (1960>, dorrde 
la parte anaerObica consta de 2 a q dlas y la aerObica de 3 a 
4 • Un sistema de fermentaciOn continua en dos etapas ~asado 
en el proceso ant~s mencionado es descrito por Riley et al. 
(1961) quien produjo vitamina B-12 y un an~logo. 

De 2 mg/l obtenidos de esta vitamina la produccibn paso 
rA.pidamente a 50 m'3/l y posteriormenle a 100 - 120 ms/l en 
los dltimos aÑos. La patente de Aries <1974> permite duplicar 
la dllima cifra obteniendo cristales puros de vitamina' B-12 
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con un rendimiento del 90 % empleando una_ cepa mutar.le de E...... 
fLe..u!:len-L.e.i.c.h..li ATCC 6207 e.n una f'ermentac_iOn de ·dos etapas )' 
con adiciones de precursores en el medio de fermentaciOn. 

~:J.UlcnwlUl ~~ll.i..tc.i.f.JJ;aL!i es una cepa muy productora de 
vitamina B-12. En contraste con las fermentaciones con 
F'r·opionibacterias, el crec:imier1to de ·este microorganismo 
avanza al mismo tiempo que la bioslntesis de la cobalamina 
bajo condiciones aerObicas y con a9itaciOn a l.o largo de la 
fermentaciOn. Esta cepa requiere de la adiciOn de sacarosa, 
extracto de levadura y varias sales minerales en el medio de 
crecimiento en el cual también se deben incluir 5 1 6-DMB (10 a 
25 mg/l) y nitrato de cobalto (40 a 200 m9/l) con el fin de 
incrementar la producciOn de vitamina B-12. La betaina se 
adiciona con el objeto de favorecer alguna · etapa de la 
biosJntesis o probablemente con el fin de modificar la 
superficie de la c:Alula haciendola mAs permeable a los 
sustratos y ayudando a la excreciOn de productos de deseche 
CPerlman 1976, Florent an Ninent 1979). La betaina puede- ser 
sustituida por las melasas de betabel (20 - 120 mg/l), las 
cuales tienen un alto contenido de Acido glutAmico que 
estimula el crecimiento de la bacteria. Su temperatura Optima 
es de 20 @C y su pH de 7.0. 

Daniels (1970) probO el efecto de algunos precursores y 
ce-factores sobre la producción de vitan1ina B-12 en un medio 
constituido por sacarosa, Acido glutAmico y sales Minerales. 
Empleó a es~ dgnitrífirans y encentro que solo la betaina y 
el cobalto son esenciales para la producciOn de vitamina B-
12. La glicina inhibe el crecimiento, el Acido lActico, el 
SJ6-DME y el molibd&no estimulan la slntesis de esta 
vitamina. Especialmente el ~cido oxAlico a una concentraciOn 
de 0.'1 % Cp/v) incrementa la producciOn en un ·20 %. La 
metionina, Acido d-aminolevul lnico, Acido succlnico y 1-
amino-2-propanol no preser1tan efecto sobre la producciOn de 
est_e metaboJito. 

Entre las compaÑias mundia.lmente productoras de vitamina B-12 
se encuentran: Farmital ia s. P. A. CMi !ano Italia>¡ Glaxo 
Laboratories, Ltd. <Greenford, England>; Merck and Company, 
Inc. CRahway, New Jerse)'J; Rhone Poulene (Parls Francia>; 
"oussel u. u. L. A .. F. CRcmainville, Francia>; G. Richter 

· Pharmaceutic:al Campan)' CBudapest, HungaryJ and Chir1oin 
CHungar·)•) CPerlman 1977>. En conjunto la producciOn mundial 
de vitamina B-12 es de 10 toneladas. 

Los procesos donde se emplean a las Propionibacterias en 
comparaciOn a aquellos donde utilizan a P5eudgmpnas 
denftrifica~ resultan ser mAs ventajosas ya que sus 
requerimientos nutricionales no son tan exigentes ni 
requieren de aeraciOn y/o agitaciOn excesiva ya que se 
tratan de microorganismos microaerof llicos, caracterlsticas 
que ocasionan un proceso menos costeable. 
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II!i!. MEDIOS DE FERHENTACION PARA LA PRODUCCION 
-VITAMINA B-12. 

DE 

Los microorganismos productores de vitamina B-12 son 
mesOfilos <su temperatura Optima de crecimiento es de 29 a 31 
me>, sus pHs son cercanos a la neutralidad (6.5 a 7.5>, 
requieren de oxJgeno Cen algunos casos en dos etapas de 
aeraciOn, anaerObica y aerObica>, de algunos iones metAlicos 
y de algdnos factores de crecimien~o. 

Durante mucho tiempo la vitamina B-12 fu~ aislada como un 
subproducto de los procesos fermentativos para la cbtenciOn 
de· antibiOticos. Sin embargo debido al incremento en la 
demanda, este tipo de fermentaciOn dual no podla proporcionar 
cantidades suficientes de vitamina, por lo que fu~ necesario 
desarrollar procesos individuales de ambos metabolitos. 

El medio de fermentaciOn para Ja producciOn de vitamina B-12 
esta. constituids.. bAsicamente por una fuente de carbono ( 
principalmente carbohidratos>, u11a fuente de nitr~genc, y una 
sal de cobalto. Adem~s necesita ser.complementado de iones 
tales como: magnesio, manganeso, fierro y principalmente 
cobalto. En algunos casos es necesario la adiciOn de factores 
de .crecimiento (como pantotenato de calcio y biotina para E.&. 
she.c.man.Lls y ~c:ido glut•mic:o en E~ .si..enitr·ifi~) y 
precursores de vitamina B-12 con el f tn de incrementar su 
producciOn. 

Entre las materias primas que pueden ser empleadas como 
fuentes de carbono se encuentran a la glucosa, maltosa, 
xi losa, az~car invertido, jarabe de malz 1 sacarosa, betabel 1 

CaÑa 1 me lasas de zanahoria, almidón, hidro! izados de almidOn, 
y compuestos orgAnicos (particularmente kcido t•ctico) en 
concentraciones, de 0.5 a 10 % por peso de medio de cultivo. 

Entre las fuentes de nitrógeno· se tienen: -frijol de soya, 
avena, malz, trigo y otros granos que contengan proteinas. 
Levadura, extracto de levadura, caselna di9erida, extracto de 
carne, harina de san9re, desecho de carne y hueso, harina de 
pescado 1 solubles de pescado, peptona, harina de cacahuate, 
harina de semilla de algodOn, licor de mal= extracto de 
malta, extracto malteado de cereal y destilados solubles, en 
concentraciones de 1 a 5 % por peso o mas de medio de 
cultivo. Se su9iere que el licor de malz se emplee e1l los 
medios de cultivos para Propioníbacterias ya que p1·oporcionan 
Acido JActico y pantoténico, factores que incrementan el 
crecimiento microbiano y la producciOn de dicha vitamina. 

El medio de fermentaciOn para la produccibn de vitamina B-12 
tambi~n necesita de sales nutritivas tales como: sulfato de 
amonio, sulfato de magnesio (Vorcb•eva and Kuznetzova 1964>, 
fosfato dib~sico de potasio, sales de cobalto (en forma de 
cJoruro 1 sulfato o nitrato> y cianuro de sodio CLim 1968). 
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Como otros ejeroplos se tiene a la patente de Sudarsky y 
Fisher (19571, cuyo medio de cultivo estA constituido por 
melazas, autolizados de desechos de levadura y amonio acuoso. 
Emplean una temperatura de incubaciOn de 30 @e, un pH 
ajustado entre 6.5 a 7,0 y emplean como microorganismos de 
fermentaciOn Ecc.Qicn..ib..ac...1.e.tiwn .f.Ce.U~ru:..e.iJ:.h.i.i.. En la patente 
de Aries, el medio de cultivo est~ constituido por cerelosa 
(60 g/ll, licor de mal:z 11quido (55.2 g/l), fosfato 
monobbsico de potasio (l.2 9/ll, fosfato dipot~sico Cl.6$ 
9/l) 1 ben:zoato de sodio (1.4 g/l) y precursores (~cido 
pantot~nic:o, llcido paraaminoben:zoico y !5 1 6-DME en partes 
iguales, e.o mgll>. Emplean una temperatura de incubaciOn de 
29 @C y un pH ajustado entre 6.5 a 7.0 y el microorganismo 
que uti1 izan es E.a.. f.c..e..w1.~nreichi i ATCC 6207 e mutante>. 

Se han realizado algunas investigaciones tendientes a 
reemplazar a los carbohidratos por alcoholes <principalmente 
metanot> e hidrocarburos thexano, n-parafinasl como iuente de 
carbono con el fln de abaratar los procesos de producciOn de 
vitamina B-12. Hasta la fecha los procesos encontrados a~n no 
alcanzan los niveles de producciOn obtenidos por los m~todos 
convencionales. Entre dichas investigaciones destacan las 
realizadas por Kamikubo (1979>, Toray (1975 y 1976) 1 Yamane 
(1976>, Nishio (1977>, Dumenil (1979 y 1991) y Tsuchiya et 
al. < 19801. 

En un medio de iermentaciOn para la producciOn de vitamina B-
12 es importante considerar los niveles de ciertos iones 
metAl ices. 

El i_On cobalto adici_onado al medio de .fermentaciOn depende de 
la cantidad presente en los componentes del medio y de la 
tolerancia del microorganismo a este iOn. Se ha encontrado 
que la influencia del cobalto adicionado es m~s pronunciado 
en condiciones aerObicas que anaerObicas. 

El ibn cobre en poca cantidad ayuda a la producciOn de 
~itamina B-12, pero en exceso bloquea su formaciOn. No es 
~ste el caso para algunos microorganismos donde el cobre 

·favorece tanto el crecimiento como la producciOn de este 
metabol i to. 

En algunas investigaciones se ha establecido que el zinc es 
esencial para la slntesis de vitamina B-12. Mientras que el 
molibdeno, cromo y manganeso no son favorables para su 
producciOn Cen concentraciones de 2, 5 y 10 ppm, 
respectivamente> pero si para el crecimiento del 
micr'oorganismo. 

El boro inhibe el crecimiento y el n 1 quel tanto al 
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TABLA VI. PROCESOS P/\RJI. L/\ PRODUCCION DE VITAMINA. e12 • 

~lazns de betabcl,fos
fato de monio, sal de 
cob!ll.to, sales inorq. 

ligua da cocimiento de 
maiz, gluoosa, sal de 
cobalt.o, mantenido a 
Ph de 7 con Nn4c:11, 

JI.gua da cocimiento da 
maiz (6 aut:olizado de 
micelio de Pcnicill!Ull) , 
gluo;isa, sal de OJbiiltD, 
?Mnb'mid:J a pH de 7 c:cn 
NJl4Cl1; 

ligua de cocimiento de 
~iz,_ sail de a:iba.lto, 
miintcnido a pH de 7 c:m 
NH4at. 

Harin.a de n::iya, glucona 
sal de cobalto, K;z11F04• 

Streptaniccs olivaccua 114rina de OO'fª• gl\l(X)S!!;, 
--- destilados oolubles, rol 

de com1tc, sales inorg. 

RENm>lmml CE 
VITl\KINA ª12 

brq/11 

0.45 

19.0 

••• 

23.0 

5.7 

3.3 

Harina de roya, glucosa ll.5 

."""""""' dciñitrificnns 

atro3 , ra.l de cobalto 

Sl!C!ll'Os.a, dctaina, ácido 15.0 
glut:árnico, s.:i.l de cobalto, 
5. 6-di..~-il.bc::1tim1U..1.ol 
nalca. . ' 

AqUa de cocimiento de 
IM:iz, sal de a:ilnlto, 
glucosa, JMntc:n.ido a un 
pH de 7 c:cn m14ort. 

5.0 

FennmttJcidn J\crCtJdtJ 
(18 hl 

Tres ellas anacrdbico 
y trca dtaa acr6bic:o. 

Icwis et al. (1949) 

Spood.1e and ltull 
(1960) 

F'ermcntacidn c:cntinu.:I. RJ.lcy et al. (196U 
en dos etapas, timpa 
de retenci6n de 33 h. 

Tres días anactdbico Spoodie ard Uull 
y cuatro dias ac:r6bico. (1960} 

Fertncntnc16n ocreOOa Pi!gano ..OO. Grcenspan 
durante 6 dillS, (1954) 

Ferrrcntacidn ~da 
durante 6 dias, 

Fm:nw:!ntacidn llCrcada 
durante 2 dias. 

11.lll et al, {19531 

Wlllg!MJ1 et al .. (1969} 

De!u1n et el, (1968)· 

FermcnttJci6n rulo!lerdbica Perlman lllx1 Smlar 
durante 4 dins (19631 

Este ll'Ct:abolito ae prOOuco en forma de coe:nzima de vitamina e (5,6-d!Jretil.-a-l::cnzimidarolco!Dn.ida-S'-dcoxi~1-
na), la vitllmina e 12 frecucntarentc na aisla en forma do ~ 
FUENTEt Perlman 1978. 



crecimiento como a la producciOn de vitamina B-12 en 
concentraciones de·o.2 ppm. 
El magnesio en concentraciones de 50 a 100 ppm favorece la 
produccibn de vitamina B-12. 

El Tierro juega un papel muy importante en la bioslntesis de 
los ºtetrapirroles (ver re9ulaciOn de los tetrapirroles 
IIiil), ya que for·ma parte del heme, compuesto que en muy 
poca concentraciOn puede lle9ar a inhibir o reprimir la 
primera enzima de la ruta biosint~tica (Lascelles 1960, 
Burnham and Lascelles 1963, Lascelles and Hatch 1969), misma 
ruta que emplean ciertos microorganismos para producir 
vitamina B-12, la cual corre el riesgo de ser inhibida por la 
presencia de este iOn y desviar la slntesis hacia la 
produccibn del grupo heme. 

IIllj.E.J:.Q¡¡i¡;¡nlJla~i.Um sru<1:.man.i..l CRECIMIENTO Y PRODUCCION 
DE VITAMINA B-12. 

Las propionibacterias son generalmente caracterizadas como: 
gram positivas, catalasa positivas, no forman esporas, no son 
mOviles, crecen bajo condiciones anaerObicas y aerObicas, no 
son proteol!ticas, sus requerimientos nutricionales son 
pocos. Crecen en presencia de amino~cidos, pero no son 
esenciales CWood 193BJ, requieren de pantotenato de calcio y 
biotina como los principales factores de crecimiento <Delwich 
1949>. Requieren de ciertos minerales y extracto de levadura 
para su buen crecimiento y metabolismo. La ribof lavina (0.05 
gamas/mi J )' la tia.mina en c:ultivos con ~ulfato de amonio 
estimulan el crecimiento CWood 1938>. 

En Ec.gJ::ú_gnibaét~w. ;f.reqd~nrejchi i la glucosa es m:i.s 
eficiente como Tuente de energla, pero la mejor producciOn de 
vi·tamina B-12 se obtiene al emplear Acido ·lActico como fuente 
de carbono. En e... 5hprmant i, la velocidad de _crecimiento es 
la misma en glucosa y lactato como Tuentes de carbono 
con un rendimiento molar celular de 8.35 veces mAs grande en 
9lucosa que en lactato. En una mezcla de ambas fuentes de 
carbono presenta un crecimiento diAuxico utilizando primero 
el lactato y posteriormente la glucosa sin presentar dos 
faces en la curva de crecimiento Cinn Hee Lee 1974). 

La produccibn de vitamina B-12 se realiza en dos estapas, la 
primera bajo condiciones ana.erObica. en la cual hay formaciOn 
del factor B y la segunda bajo condiciones aerObicas en la 
cual se forma el nucleOtido 5,6-Dimetilbencimidazol (5,6-DMB> 
y se une al primero para formar vitamina B-12 en Terma de 5'
deoxiadenosilcobalamina <en un so %J y de hidroxocobalamina. 

Las bacterias Acido propiOnicas Torman 
condiciones favorables de potencial redox 
Kramli and Vorob'eva 1974). En la pr~ctica, 
vitamina B-12 se observa al segundo dla 
bacte-riano. 
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Las bacterias ~cido propiOnicas tienen completas las enzimas 
~el ciclo de Kreb·~ y forman cantidades considerables de 
catalasa, caracterlstica que indica que pueden ser adaptadas 
a crecer bC"jO condiciones aerObicas. Incorporan oxigeno 
molecular a su metabolismo, por lo que condiciones 
estrictamente anaerObicas no son optirnos para su crecimiento 
Cibragimcva an~ Shu1•9ovskaya 1979). 

La velocidad especlfica de crecimier.to es significativamente 
mayor a pHs neutros que a pHs Acidos y alcalinos. ConTorme 
aumenta la aeraciOn del medie, la cantidad de Acidcs 
volAtiles CpropiOnico y acético> disminuyen y la crinstante de 
inhibiciOn CKi) aumenta <Ibragimova et al. 1979). 

La presencia de citocromos y del ciclo del Acido cltrico en 
e.a_ ft.elJJ1~~c.hl.i. (De Vr ies 1972) y en ~ ~gsace11m 
<Del Ni che !..: Car son 1953) son tlpicos del meta.bol ismo aerObico 
con energla generada por la fosforilaci~n oxidativa. Por lo 
tanto 1 los experimentos de De Vries (1972J indican que la 
energla para el crecimiento de las Propionibacterias bajo 
condiciones aerObicas es tomada de la fosforilaciOn 
cxidativa. 

Las bacterias Acido propiOnicas tienen un sistema de 
transporte de electrones unido a membrana (posiblemente 
citocromos b y d 1 Pritc:hard 1980) que cataliza la 
transferencia de equivalentes reducidos de NADH, 
glicerofosfatc y lactato a. oxlgeno y fumarato (Sane 1972, De 
Vries et al. 1972 1 197:3). El citccromo b par·tic:ipa en el 
sistema de electrones ~.naerObico a fumarato. Poco se conoce 
de los componentes del camino aerObico en Propicnibacterias a 
pesar de la habilidad que tienen para usar el oxigeno como un 
aceptar de electrones. 

En Propionibacterias se han realizado muchos estudios en 
torno a factores que presentan efecto sobre el crecimiento y 
producciOn de vitamina B-12. Algunos de ellos rnodiTican 
medios y condiciones de fermentaciOn. Se ha encontrado que 27 
y 30 @Ces una temperatura donde~ 5hprmanii presenta su 
m~xima velocidad de crecimiento y entre 18 a 25 @C un alto 
contenido de corrincides CZodrow 1963 a). Existe un efecto 
sin~rgico entre pantotenato de calcio y biotina sobre el 
c~Ecimfento del microor9~nismo y solo el primer factor sobre 
la produccibn de vitamina E-12 <Zodrow 1963 b). En presencia 
de hidrolizpdo alcalino de caselna, el crecimiento y 
produc:ciOn de ese metabol ito ofr-ecen un buen comportamier1to 
CZodrow 1963 e). La adiciOn de 1 mg de 5,6-DME al 60, dla de 
TermentaciOn de un medio con glucosa e hidrolizado Acido de 
caseJna bajo c:ondicione-s anaerObicas-aerObicas 1 inc::reroenta 
la pr'oducciOn de vitanlina B-12 y la adición de este mismo 
precursor al comienzo de la misma inhibe la producc::iOn de 
corrinoides CZodrow 1963 d). La inhibiciOn de vitamina B-12 
tambi~n ocurre al adicionar sulfato de man9aneso (0.01 "J.) a 
una fe-rmenta.ciOn de 6 d!as CVorob~eva and Kusznetsova 1963J. 
Un medio con glucosa 1 extracto de levadura y 9licina (0.1 a 
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0.3 %l favorece que la producciOn de vitamina E-12 se 
increment~ <Lim 1968>. Con un medio de fermentac:iOn a ~ase de 
suero de leche, e-1 crecimiento de ~ -=1,.ermeni i y la 
producc10n de este met-abol ito presentan comport·amientos muy 
semejantes a los encontrados con otros sustratos <Eul lerman 
and Berry 1966 al. La adiciOn de 5 ppm de cobalto y 10 ppm de 
~,6-DMB en ausencia de aeración son adecuadas para obtener 
una. buena producciOn de vitamina. B-12 CBul lerman and Eerry 
1966 b y e:,. 
Como se puede observar, muchos factores deben ser 
con~iderados para conformar un medio de fermentac:iOn adecuado 
sl se desea incrementar la producciOn de vitamina B-12 
empleando a E.5h~~manii como microorganismo productor. 

II!!k, BIOSINTESIS DE VITAMINA B-12 

La vitamina B-.1:.2 es sintetizada pl"'incipalmente por 
microor9anismos: aerobios anaerobios O aerctolerantes. Estos 
dltimos requieren de condiciones anaerObicas y aerObicas para 
sintetizarla CPropionibacteriasJ. La ruta para la bioslntesis 
de vitamina B-12 en su totalidad es la misma 
independientemente de las c:aracteristicas de aeraciOn del 
mJcroorganismo. Sus precursores de partida son diferenteses. 
Come ya se menciono anteriormente, la vitamina B-12 estA 
formada por un anillo de corrina y un nucleOtido <5,6-DMBJ. 
El precursor del primero es el ~cido d-aminolevullr1ico. Este 
y el 5,6-DHB son los dos compuestos que convergen en la ruta 
biosintétic:a de esta vitamina independientemente· de los 
precursores iniciales que los forman en cada uno de estos 
microor9~nismos. 

Bioslnt~sis del ~cido d-aminolevullnico <ALA>. 

En todoS los tetrapirroles existentes en la naturaleza 
<figura 4> la primera etapa de su bioslntesis convergen en la 
Tormac:iOn de este ~c:ido. 

COOH 

CH 
2 + 

CH 
2 

O=C-S-CoA 

Succinil-CoA 

CH NH 
2 2 

,COOH 

Glicina 

COOH COOH 
d:aminolevulinico 
sintetasa-Tos+ato CH CH 
--------- --------- 2 2 
de piridoxal CH CH 

2 2 
C=O ,C=O 

HC-NH CH 
2 2 

COOH NH 
2 

Ac:ido d-amino ALA 
c:etoadlpic:o · 
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GLICINA 
+ -----· Ac:.:u~;~~~ ·---~ ACI~il~~~Iox~-... ___ ACIDO o-CETOGWTARICO 

SUCCIN1t.-COA I 
PORFOBfLINOGENO 

' 
UJl.OPOIU"Ji:IMOGE:NO JIJ 

1 
COPROPORFÍRJNOGENO llI 

~ 
----• CORIUf'lRINA ----11.• ACIDO COBIRINICO 

} ... " l 
SJROllt:HO VlT.IUilNA a12 

l ~ .!,.. PROTOPORrlRINOGENO 9 
,..,mo e-' l 
hemo -¿'~~, Peo 

hcrno :!::--::=cL- PROTCPORFIRINA 9 
bilia ...- · · J---119 
ficobilinas •--- H9-PROTOFORrIRJNA 9 

FIGURA 

l 
Hg-PROTOPORFIRI:NA 9 HONaiETJL ESTER 

• 1 
• Hq- 2,4-DIVINILFEOPORFIR.INA a.

5 
HO!IOl'U:TIL ESTER ---1>" CWROFI:LA .!:_

2
. 

¡ 
Pf!OTOCLOROTILJDO -------------• CLOROf'ILA e-l . ~ 

ClDROtlLJOO a ----- 2-0lVI:Nit.-2-HIDROXI:- bACTER.IOCLOROf'ILAS 
: - ETILCLORD1;ILIOO .!. I ~ 
• • • CLOROFllA ~ 4---- CLOROFllJ\ t. P.ACTE:R.IOCLOROFI:Ll\!'- !. BllCTERIOCLOROf'ILAS e 
1 - 1 l -

4. 

• • · CLOROf'I:LA ~ BACTZ::R.IOCLOROf'llJ\S E_ bACTCRIOCLOROFILAS ~ 

camino Biosint~ticc de los TetrapJrroles. Los 
hemos, corrinas, cloroTilas y bilis son productos 
del camino multirramiTicadc, teniendo un 
intermediario comdn. Etapas tentativas y 
caracterizadas incompletamente son son indicadas 
con lineas punteadas. Granick and Beale 1978. 
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Blosl_ntesi~ del _5._1 6-Dl"IE 

-.Dent.r-~ de :le~ m}:c;_ro_6_·~~-:9an-_i~mos que bnio5intetizan vitamina B-
12 Y. que: han __ -._,-.s_ido ·estudiados par-a c:onocer su rula 
b ios i nt~t iCa "_se;.:. t ieñen". CHol l r ie9 l 1982) : 

S,arf) Ju5 megatertum 
~gmonas denitrifiC~ 

at=cm.Lc;..e.s s¡;¡ 
l!l==<il.a "-".S"""" 

Mi c:roor9an 1 smos_· anaerOb ices Eu~~e~J.um .limllSJ.lm 
.C.l.csl:.tl.<!J.um 12.aci<etl 
.c.L.. ~oacetic11m 

Mlc:roor9anismos microaerObicos -~_g.ign~bac~ec..t..wn sh.ecmAlli..i 
& freudpnreichi i 

En los mic:roorganismos 
nuc:leOtido se sintetiza a 
que en los anaerObicos 
Cf igura 5). 

aerObicos y 
partir de- la 
se sintetiza 

microaerbbico~, este 
ribof lavina; mientras 
a partir de glicina 

Los estudios hasta ahora realizados en torno a la bioslnlesis 
de la vitamina B-12 CGranicl< and Beale 197S 1 Gibson et al. 
1961, Lascelles 1961, Friedmann and Cagen 1970, Scott 1975, 
Battersby and McDonald 1976) ccnver9en con la ruta general 
que se Muestra en la ~19ura 5 CFlorent and Ninet 1976, 
Byl:hovsl<ii and Zaitseva 1976>. 

II!il. REGULACION DE LA SINTESIS DE TETRAPIRROLES <VITAMINA 
B-12! 

Entre los factores que regulan la slntesis de tetrapirr·oles 
se encuentran: el grupo heme O hemina, el oxlgeno, la luz y 
el fierro (figura 6). Esta regulaciOn princ:ipalmente se lleva 
a cabo a nivel de la primera y con muy poca frecuencia en la 
se9unda enzima de la vta biosinlética, la d-ALA ~intetasa y 
ra d-ALA dehtdratasa, respectivamente. 

El oxlgeho puede reprimir O inducir la slntesis de 
tetrapirroles dependiendo del organismo 1 c:cmc por ejemplo en 
levaduras t·nduce la formacil!Jn de heme rnientr_as que en la 
mayorla de loS-----s.Ls_temas que se ha.n estudiado inhibe O reprime 
esta vla biosint~tica. 

Existe un nivel Optimo de oxl9eno para la slntesis de 
porfirlnas y su efecto parece ser que lo lleva a cabo a nivel 
de 1 a convers i On de PBG a uropcrf ir i n09eno III C Burham 1969). 

el ex 1 ge-no es un -F ac ter i mpcr tar1le el'l la 
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GLUTAMATO 

GLICINA (b) 

+ 
SUCCINIL..;CoA 

------------~!» 2 Ac.6-AMINOLEVULINICO --------------> PORFOBILINOGENO 
AIA-Dehidratasa (P~G) 

(a) ! 
¡-----~--~~~!~~!!!~§~=~~-~=~i~~~~-1 
1 Uroporfirinogeno III cosintetasa 
: 
~ 

A OTROS TETRAP~RROLES ~-------- UROPORFIRINOGENO.III 

METIONINA 
+ 

GLICINA 

(b) 

l Decarboxilación 
1 en el carbono 12. 
1 Metilación con 
~ metionina. 

CORRIFIRINA 
1 Incorporación de cobalto. 
1 Cobaltoporfirín sintetasa. 
1 Metilación con metionina. 
1 Formación del enlace e-e 
~ entre los anillos A y D. 

ACIDO COBIRINICO 
1 Aminopropanol • 

.,.. Amidación (NH ) • 
COBINAMIDA (FACTOR JB") 

' 1 S'-Deoxiadenosina ., 
5 '-DEOXIADENOSILCOBINAl·tIDA 

' 1 ·Guanosintrifosfato 
1 {GTP) ., 

5'-DEOXIADENOSILCOBINAMIDA 
GUANOSIN OIFOSFATO 

' 1 ----~ a-RIBAZOL-5' -FOSFATO --->{ 
' ., 

5,6-~IMET~L S'-DEOXIADENOSI:u¡osALAMINA FOSFATO 

BENZIMID1\ZOL 1 ' . ., 1 (a) s'-DEOXIADENOSILCOBALAMINA 

RIBO~LAVINA (COENZIMA B12 ) 

FIGURA 5. Ruta Biosintética para la FormaciOn de Vitamina 
B-12. Ca) Ruta biosintética presentada por 
microorganismos aerObicos y aerObicos 
aerololerantes. 

(b) Ruta biosintética en microor9anismos 
anaerObicos. 
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FIGURA 6. RegulaciOn de la Slntesis de Telrepir·roles en 
Rh.c.d..c.QJ;.~Q.ülC.QJ:!=. 5,pher,..., j dPs. La te ns i On de o>;l 9eno 

es el regulador primario e11 la etapa de inserciOn 
del rn~gne~io. Hg-Protoporfirina 9 y/o heme es(an 
regulados en las p~imeras etapas por inhibiciopn 
~ represiOn. _tas Ilne~s punteadas y laE cruces 
indic~n retro~lim~nt~ción negativa. G1·anicl' and 
Bea.le 1978. 
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produccibn d& vita.mina E-12. Se ha detectado ma;..•or actividad 
de las enzima~ ALA sinletasa y ALA dehidr~lasa en e~lractos 
de este microorgci.n f smos cree idos anaerbb i e amente <Menen and 
Shemin 196?1 y de 250 a. 700 veces m~s vitamina B-12 bajo 
condiciones anaerObicas coroparadas con la produccil!in aerbbica 
CFr iedman and Cagen 1970). Dur·ante el crecimiento anaerObico, 
el contenido total de col'rinoide-s 1 es parale::lo a la masa 
celular 1 pero la -formaciOr1 de la mol~cula de vitamina B-1:: 
se lo9ra en la ~ltima etapa del crecimiento 109arltmico ·y en 
Tase estacionaria CGranick and Beale 1978). En estudios 
realizados con Fropionibacterias encontraron que la aeraciOn 
reprfmla en mayor grado ta slntesís de citccrcmcs en E.a. 
.:f.t:..eJJ~.enc.ei.c.h.i.i y E.... .5.h~.aoll que en E...... pe:nt psace11m y e.... 
r.ubt:.~m <De Vries et a1 1972). 

Se ha encontrado que Ja prese11cia O ausencia de oxigeno puede 
afectar la acclOn de una O m~s de las enzimas en la vla 
.biosint~tica de tetrapirroles de forma directa O indirecta, 
causado por la acumulaciOn de una sustancia activadora 
<obtenida en células crecidas en condiciones anaerObicas) O 
inhibidora <obtenida en células crecidas en condiciones 
~erObicas) de la actividad de la ALA sintetasa CMarriot et 
al. 1969). Esta sustancia regulatoria posiblemente sea 
sensible a las condiciones oxidoreducto1·as en la c~lula. Se 
convertirla en su forma oxidada a altas tensiones de cxlgeno 
O en presencia de luz y de esta forma inhibir la slntesis de 
bacterioc.loro-fila Cllurham 1969). 

Un cultivo de e_._ ~b.e.cman.Li. crecido 3 dlas en un medio 
conteniendo vite.mina B-12 no produjo corrina CBykhovskii and 
Zai(seva 1976>, indicando inhibiciOn de su propia slntesis. 

II 1 lm, IMPORTANCIA COMERCIAL DE LA VITAMINA B-12. 

Le. vi lamina B-1Z ne solo se emplea en la industr fa 
Farmac~utica 1 sino tambi~n en la industria Alimentaria, este 
~ltimc como complemento alimenticio en humanos y en alimentos 
balanceado~ par.:i 12. 2.l iment~ciOn de ganado, ya que permite la 
mejor_ asimilaclOn de proteinas ve~etales. 

La vit~mfna E-12 no se produce en México por lo que a~o con 
a~o se tiene que importar en grandes cantidades pa~a cubri1~ 
la demanda interna <tabla VII>. Dichos va-lores de importaciOn 
son indicativos del amplio ffiEr=&do que se presenta en nuestro 
pals y como consecuencia representa una fuga de divisas. 
Estos hechos at.1nadc al costo tan elevado en el mer·cado 
internacional C!S,000 a 20 1 000 US Dlls/K9 de vitamina B-12 
con un~ pureza del 95 al 98 %) promovieron la realizaciOn de 
un proyecto de inv~stigaciOn para intentar producirla en 
M~xico. 
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TABLA VII. IMPORT~CIONES ANUALES ·DE VITA~1ÚIA. B~12 
----- __ ._.:__··:c.=c.;._·. -·-· -"-'-'-----

VOL¿M~M <Ks> cosTo • <D~·u,. >> cosTo 

-·•< j ;[ '\c .... ¡;· .. 'ª "'if-0;'.;i\~'bc (~'ti!~~~~ 
:->.::~¡·_· ____ -;. -:-~- ~·- __ _ -.~--·· ::'·~:- ,-,-;.---;'·-··-· : 0:-'~0• <-'~;:''':;r..f ::::.;::_. para b 

---.:...:......;;;:;.~~;..:::;;;-.::.:~2~---- ,,_._ - -·=::..:.:.::~~~~~-=~;.:;,"'·~-~·-;.-~e';;..-..:...-_____ ..:, ____ _ 
A\O 

1978- -~ :·:·, 2 -:<·?~- - :· ·_ :-~_--,;"1'·4 .:··· ':_:_;-_:·::~=-: ·.-, .i:·~<'~~ --:t.~,::::\-~.-.:.~r.•.:.--;;6. 623 l • 858 
-- \':.".~::-¿~~~' . ' 

19::'9_ 

1980 

1981 

1982 

l983 

1994 

699 

762 

sób. 
.819' 

854 

774· 

c~10;sz9 

7:7~ ~-2-i-!'º 

18, 2_~0 

a: Vitaminc B-12 O cianocobalamina~ 

2,013,972 

"f, 715·, 736 

2,584,409 

2,066,453 

2,278 

2,358 

2 ;216 

2,226 

2,454 

b: Polvo d-e i·er-menta.ciOn.bacter'.iano (55 ·~-con ~ct_ividad de: 
cianccobalamina). · 

Fuente: In~titut"o Mexic.:i.no de .Cc:n!e>l'cio 
1985. Dep_artamentc de- Prcirnoi:ibn- I1.1d.u5.trial, 
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OBJETIVO 

Empleando un medio de -Fermentacion a base de jugo cocido de 

l imOn como -Fuente de carbono, realizar estudios que permitan 

incrementar la producc:iOn de vitamina B-12 con respecto a un 

proceso previamente establecido con dicho sustrato. 

METAS ESPECIFICAS 

- Determinar 
cual se logre 
productividad 

experimentalmente el nivel de aeraciOn en el 
una mejor producciOn, producc:iOn especlflca y 
de vitamina B-12. 

- De(e~minar experimenfalmente cual es la mejor 
y tiempo de adici~n de los precursores glicina 
-Fermentaciones bajo el mejor nivel de aerac:iOn 

conc:e11 trae ión 
y cobalto en 
seleccionado. 

- Determinar e~perimentalmente si el uso de algunos 
précut"sores y/o faC tares ad i e i o nades al med ic de -fer rr.enlac ión 
pueden incrementar la producci6n de vitamina B-12. 
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IV, 

El d~s~rrolJo de 
·figura _7: 

!Vi.- Microorganismo 

.MATERIALES: Y:: METODOS 

EJ 'miC:roorganismo - ·uti i izado es er..c"-i.c.ui.b.f.c:.i.e.tlum. s.he.c.manil 
ATCC J36~3 seleccionado ~n anteriores ·estudios <P~rez 1981). 

L& reactivaciOn y conservaciOn de este microor9anismo se 
est-=lbJeciO con anterioridad tSantana .19S3>. Es impor·tante 
senatar que se conserva en un medio de lactato-extracto de 
levadura contenidos en tubos roscados y almacenados a 4 @ c. 

IVfi.- Preparación de los medios de fermentación 

Los medios de fermentación son los siguientes: 

A: Medio a base de jugo cocido de Jim6n 

Mel~cidas diluida 1:10 
NitrOgeno <agua de cocimiento de maíz) 
Cloruro de cobalto hexal1idratado 
Agua de la llave 
pH 

500. o 
3,5 
s.o 

a 1.0 
7.0 

ml/l 
g/l 

ntg/ 1 
1 i tro 

Las me!ac:idas 
d~sec:f10 de Ja 
LirnOn CJCL> J. 

sor1 el ·resull.:i.do de.concentrar 10 veces 
industr·ia del Jim~n mexic:anc .. ,.jugo Cocido 

B: M~dio a base-de Glucosa 

Glucosa 
NitrOgeno Cagua de cocimiento de mai~) 
Cloruro de cobalto hexahidratado 
Agua de la llave 
pH 

32.8 
3.5 
5,0 
l. o 
7.0 

g/ l 
gil 

mg/l 
litr!:I 

el 
de 

cualquier modificaci6n &l m&dio SE i1~dJca en su opo~tunid~d. 

La_s mel~.cida.s* almacena.das a q @C durante su use, se diluye 
1:10 y se ajusta el pH a a.o con hidroxido de sodio. 

El a9ua de cocimiento de maíz tambi~n almacenado a 4 @C 
durante s:u uso se diluye 1:3 1 se ajusta el pH entre B.3-8.S 
con hidrO>:Jdo de amonio y se centrifuga Ccentr·lTu9·a. 
Sorvall/Dupont RC 5> a 10 1 000 rpm durante 20 min~to~ a~ @C 1 
con el fln de ~liminar selidos presentes. 

La Tuente de carbone Crespe-ctfv¡i de cada. ms-dic de- cultivo> y 
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INOCULO 

REALIZAR ESTUDIOS DE CORRE
LACION ENTRE LOS METODOS DE 

E---D.O. y CONTENIDO DE DNA PA
RA LA DETERMINACION DEL CRE 

CIMIENTO MICROBIANO. 

DETERMINAR LA PRODUCCION, PRODUCCION 
ESPECIFICA Y PRODUCTIVIDAD DE 
VITAMINA B-12 A DIFERENTES NIVELES 

DE AEIACION. 

REALIZAR FERMENTACIONES DE LAS POSI
BLES COMBINACIONES ENTRE LOS MEJORES 
NIVELES DE AERACION GUE SE OBTENGAN. 

! 
LLEVAR A CABO LA CINET!CA DE FERHEN
TACION AL NIVEL DE AERACION SELECCIO 
NADO. 

BAJO EL NIVEL DE AERACION BA30 EL NIVEL DE AERACION 
SELECCIONADO, ESTUDIAR EL SELECCIONADO, ESTUDIAR EL 
EFECTO GUE PRESENTAN LOS PRE EFECTO GUE TIENEN CIERTOS 
CURSORES GLICINA Y COBALTO PRECURSORES Y AGENTES TEN-
SOBRE LA PRODUCCION, PRODUC- SDACTIVOS SOBRE LA PRODUC-
CION ESPECIFICA Y PRODUCTIVI CION, PRODUCCION ESPECIFICA 
DAD DE VIT. B-12 EMPLEANDO Y PRODUCTIVIDAD DE VIT. B-12 
UN MEDIO A BASE DE 3.C.L. CO EN UN MEDIO A BASE DE CARBO-
MQ FUENTE DE CjRBONO. NO COMO FUENTE DE CARBONO • 

.l--~~~~l~~~~~-'-1 -
OPTIMIZAR EL MEDID DE FERMENTACIDN 

FIGURA 7. Diagrama de bloques para el desarrollo 
experimental. 
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de nitrOgeno se me:clan en agua_ de Ja llave y se esterilizan 
a 1!> -Jibro?.s de presiOn ·por 20 minutos~· El _clor.Urc ·de cobalto, 
as! come Jos factores probadoe igJicina, Diethyl-1 1 4 1 2,4,6-
trfethyJpyridine-3,5-dfcarboxyJate CDDCJj propano! y tween 
so¿ se adicionan ya esté-riles bajo cor.dicicnes asé-plicas 
antes de inocular Jos medios de fermentaciOn. 

·_IViff.- ~r~paracfO~ del Inocule 

EJ microorganismo se adapta aJ medio de TermenlaciOn 
correspondiente como se muestra en la figura a. Se incuba a 
29 @e con una agitaciOn de 125 rpm Cen _una agitadora 
rotatoria ·de 1.5 cm de radio de giro) durante 60 h en un 
medio a base de jugo cocido de limOn y de 36 a 40 h en un 
medio a base de g·Iucosa, bajo condiciones anaerObicas. Para 
mantener las condiciones anaerObicas se utilizan 200 ml de 
cada uno de Jos medies en matraces Erlenmeyer CPyrexl de 250 
m 1 • 

IViv.- Condiciones de FermentaciOn 

Las fermentaciones se llevaren a cabe bajo 
condiciones: 

las siguientes 

- En matraces de 250 ml. 

- Ciento cuarenta 
Cada 12 O 2~ hora~ 

'fueran necesarios. 

y cuatro horas de Termentación (6 dlas). 
Ch> se iban sacri~icando los matraces que 

- Temperatura de 29 @C. 

- A9itaci0n de 125 rpm en una a·9itadora rotatoria de 1.5 cm 
de radio de giro. 

- Un pH entre 6.5-7.5 ajustados con hidróxido de sodio o 
Acido clorh!drico CBakerJ al 20 % est~riles. Los vol~menes 
adicionados fueron de O.l a 1 % del voldmen de trabaje. 

- Aer·acibn. La aeraciOn fué- controlada mediante 
de volumen de medio ·de fermentacibn contenido 
ErJenmeyer de 250 ml, con lo que se pretende 
niveles de oxfgenllciOn. Para las fern1entaciones 
jugo cocido de JimOn se realizaron a 1 y 2 
aeraciOnj como se especifica a continuación. 

Ja cantidad 
por matraz 
diferentes 

a base de 
ni veles de 

a) A un solo nivel de aeraciOn; se emplearon Jos siguientes 
voldmenes de trabajo! 25, 75 1 130 y 200 mJ. 

bJ A dos niveles de aeraciOn, se realizaron Jas siguientes 
combinaciones de voldmenes de trabajo! 200-130, 200-75 y 130-
75 mJ. Estas condiciones se mantuvieron 3 y 3 d!as 
respectivamente en cada uno d~ Jos niveles de aeraciOn. 
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. MICROORGANISM,O 
- EN Krc•--

1 ._-
. 1 a . . + ; __ , "' . 

MEDIO FRESCO . 
.-DE:_ Ki'ci*; 

r--------..: :-----__ _e_~~~:-e,..,.-..:_,- - '- - - ~ - -~ - - -1 
MEDIO A BASE MEDIO A BASE 

DE GLUCOSA. DE.'. __ JUGO COCIDO -DE· LIMON 
36 a 40 h DE INCUBACION 60 h-DE INCUBACION 

1 . . 1 
1 1 
1 e •e 
1 1 

• • MEDIO A- BASE MEDIO A .BASE 
DE GLUCOSA DE JUGO COCIDO DE LIMON 

2a. TRANSFERENCIA 2a a 4a TRANSFERENCIA. 
36 a 40 h DE INCUBACION 60 h DE INCUBACION 

INOCULO : 

1 'ª 1 1 
1 ~ 

: CONSERVACION 
1 EN TUBOS ROSCADOS 
: Y ALMACENADOS A 4°C 
1 1 
1 1 
1 oc 
1 1 
1 ~ 

.: MEDIO A BASE 
1 DE JUGO COCIDO DE LIMON 
:- 60 h DE INCUBACION 
1 
1 
1 
1 
1 
1 

INOCUJ,.0 

., 
1 

: FERMENTACION 
, •--------!-----> A• •-----~-------..J 

FIGURA B. 

NIVEL MATRAZ 

PreparaciOn del lnOculo. En medio a base de 
glucosa y a base de jugo cocido de limOn. a> Se 
a~de 1 mlJ bJ Se inocula al.5 %J c) Se inocula 
al JO %1 dJ A tubos roscados, cada uno con 20 ml 
de suspensiOn bacteriana; e> Se inocula a una 
densidad Optica CD. o.) de 1 Ca tiempo cero>. 
Krc* = Medio de Kreb•s con rezasurina y ciste!na. 
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Para las ~ermentac{ones a bB.se de glucosa se llevaron a cabo 
con 130 y. 150 ml de medio en matraces de 250. -

IVv.- Determinaciones Anal!ticas 

Las muestr~s de fermentaciOn iueron centrifugadas (centrifuga 
So~vall/Dupont RC 5) a 10 1 000 rpm durante 20 minutos a 4 ec. 
En el paquete celular, despues de- lavado con agua destilada )' 
centrifugadas (2 veces>, se determina vitamina B-12 <Fisher 
19S6>. En el caldo de iermentaciOn se cuantiiican: az~cares 
reductores totales <Ting 1956>; nitr09eno total CM~todo de 
KjeldaJh> y ~cido cltrico, succlnico y l~ctico por 
cromato9rafla de gases CSantana 1993>. 

Crecimiento Microbiano 

El crecimiento mJcrobi~no se determina por densidad Optica 
(D.O.J a 540 nm en un iotocolorlmetro Spect~onic 20 Sausch ~ 
Lomb. Muestras de 1 ml de suspensiOn ba~teriana son 
centrifugadas Ccentrlfuga Wifu9J a 5 1 700 rpm durante 15 
minutos a tempera.t.ura amb lente; lavadas con aproximada.mente 8 
ml de agua destilada y centrifugadas C2 veces>. Se 
resuspenden a una dilución adecuada en agua destilada. La 
n.o. se multiplica por un factor de 0.2S Cvalor promedio 
obtenido de curvas estAndares de n.o. vs peso seco C9/l) en 
Jos medios a base de jugo cocido de limOn y a base de 
glucosa> <Santana 1983) c:on el fln de r-eportar el crecimiento 
en peso seco Cg/Il. 

Se empleó también un m~todo de cuantificaciOn del ~cido 
deoxiribonucleic:o CDNAJ ·para determinar el crecimiento 
microbiano; para tal caso fu~ necesario liberarlo de su 
envoltura celular. Los procesos de extracciOn de.l DNA que se 
emplearon iueron los si-gu"ientes: 

a> Muestras de 1 a 2 mi de suspensión bacteriana se 
centrifugan Ccentrlfuga Wifug> a 5,700 rpm durante 15 minutos 
a termperatura ambiente y se lavan con aproximadamente e ml 
de soluciOn salina y se centr-ifugan C3 veces>. El pelet se 
resuépende en 2.5 mi de Acido tricloroac~ti~o CATC Baker)· 
frlo al 10 %, se -homogeniza por !5 minutos, se centrifuga a 
S,700 rpm durante 20 minutos y se elimina el -sobrenadante. El 
precipitado se lava con 2.5 ml de ATC al !O % frlo, se 
resuspende, se centrifuga y se tira el sobrenadante. El 
precipitado se resuspende en 5 ml de etanol al 95 %, se 
centrifuga, se tira el sobrenadante y las partlculas sOlidas 
se secan con aire <Burton 19S6J. 

bJ Mismo procedimiento del anterior empleando ATC al 20 % y 
homogentzando por 5 minutos. 

cJ El paquete celular proveniente de 2.0-2.5 mi Ca menos que 
otro volumen se especifique> de suspensiOn bacteriana se 
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resuspenden en 3.0 mt de-buf.fer SET agitando en u11. vort.ex 
(Vortex-Genie) durant~ un minuto. C~ntrifugar (centrifuga 
Wifug> por 1~ minutos y resuspender en 2.S ml de buffer SET. 
Adicionar 3.0 ml de mezcla lltica a temperatura ambiente, 
agitar en vortex durante un minuto y mantenerlos en hielo por 
10 minutos. Adicionar 4.0 ml de buffer acetatos y agitar 
invirtiendo los tubos varias veces (12 veces>. Incubar en 
hielo por 30 minutos, centrifugar por 15 minutos y descartar 
el sobrenadante fRodrl9uez 1983). Adicionar 5.0 ml de 
isopropanol, agitar invirtiendo los tubos varias veces (12 
veces>, centrifugar por 15 minutos a temperatura ambiente y 
descartar el sobrenadante. Secar las partlculas solidas con 
aire. 

Una vez e>:traldo el DMA, el paquete celular seco se 
resuspende en 2.0 ml de hidrOxido de sodio 1 N y se incuba a 
37 ~C durante 20 h en un baÑo de agua <baÑo Grant> con 
agitaciOn constante. Cumplido el tiempo se sacan los tubos, 
se neutralizan con 0.4 ml de Acido clorhldrico 5 N, se 
adicionan 2.0 ml de ATC al 5.0 % fr!o, se centrifuga a 5,700 
rpm por 20 minutos y se elimina el sobrenadante. Solubilizar 
la pastilla con 2.0 mt de Acido perclOrico 0.5 N, incubar a 
70 @C durante 1:5 minutos y tomar al !cuotas de o. 5 ml por 
triplicado colocandolos en tubitos roscados. Adicionar 1 ml 
de ta soluciOn B e incubar a 30 @C entre 16 a 20 h. Se 
d~sarrolta un color azul que se lee a 600 nm en un 
espectro+otOmetro CBeckman modelo 35). 

Se prepara una curva tipo con cantidades conocidas de DNA. 
La curva estandar se muestra en la figura 9. 

Las soluciones que se emplean eñ esta metodologla son las 
si9uientes: 

SoluciOn Reactivo Cá.nt i dad 

Bu-f-fer SET Sacarosa 20.0 
Tris-HCl so.o 
EDTA 50.0 
Agua dest. 100.0 
pH 7.6 

M&zcla LJtica Lauril Sulfato 
de sodio <SDS> 1.0 
Hidr·Oxido 
de sodio 0.2 
agua dest. 100.0 

BuT-fer Acetatos Acetato de 
sodio 3.0 
Agu·a dest. 100.0 
pH 4.8 

Sol uc iOn A Di-feni lamina 1.5 '3 
Acido acetico 100.0 

-3_8-

'3 
mM 
mM 
ml 

'3 

N 
ml 

M 
ml 

ml 

IndicaciOn 

Prepararla en 
el momento de 
usar. 

Almacenar a 
4 E!C, 

Preparar en 
el momento 



1.0 

E 
e: 
o o 
(.O 0.6 

o 
-~ Q4 
(.) 
e: o 
-e Q2 

~ o 
20 40 60 80 100 

concentración de DNA (mcg/ml} 

FIGURA ·9. Curva· Estandar, Absorbancia a 600 nm vs 
concentraciOn de ~cido deoxirribonucleicc <DNA de 

becerro> en ,.ug/ml. rA2 = 0.999. rA2 coe+iciente 
de cor-relacibn. 
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Acido sul- de usar. 
fOri~o cene. 1.s- ml 

SoluciOn B SoluciOn A 20.0 ml 
Acetaldehido 

Pre par-al"' al· mo
mento de 
usar. !16 m9/mIJ 0.1 mi 

NOTA: Todos los reactivos son Baker excepto la Difenil amina, 
Acido ac~tico y el acetaldehido que son Merck. ~s importante 
que este dltimo sea muy puro. 

Vitamina B-12 fFisher 1954>. 

El paquete celular proveniente de 100 ml de medio fermentado 
una vez lavado se resuspende en 40 mi de propano! cianurado 
C10 ml de una soluciOn al 0.5 % de cianuro de potasio 
adicionados a 100 ml de propanol), se ponen a hervir en baÑo 
mar'ta por 30 minutos procurando agitar por lo menos 15 
minutos. Una vez tran!:ic:urrido ese liernpo, se filtra·através 
de papel ~iltro watman No. 41 recibiendo el filtrado en una 
probeta de ~O mi, se ajusta el volumen a 42 ml con propano! 
cianurado y se toman q muestras de 10 ml cada una, los cuales 
son transferidos a tubos de ensaye. A dos de las cuatro 
muestras se le adicionan 2.0 ml de cianuro de potasio al 10 % 
Cp/vJ y a las otras dos muestras 2.0 ml de Acido cltrico al 
5.0 % <plvJ. Dichas muestras son leidas a 587 nm en un 
fotocolorlmetro Spectronic 20 Bausch and Lomb. La vitamina B

_ 12 se calcula empleando la siguiente ecuacion: 

Donde: 

u9 

1 

~A * l. 2 * 42-
B-12 = -------------- * 10 

E 

AA = Diferencia entre la absorbancia de la +orma 
diciano menos la absorbancia de la monociano. 

E = Coeficiente de extinciOn par-a la vitamina B-12 a 
587 nm, o. 0054. 

Azdcares Reductores totales <Tin9 1956). 

Una muestra del caldo de fermentaciOn obtenido por 
centrifugaciOn se diluye 1:so . A 1.0 ml de esta soluciOn se 
le adicionan 5.0 ml del reactivo de ferricianuro y se ponen a 
hervir a baÑo marta durante 15 minutos. Se ponen durante 5 
minutos en hielo y se le adicion~n 10 ml de una scluciOn 2.0 
N de Acido sulfOrico. Se agita la soluciOn hasta eliminar el 
gas gener'ado en la reacciOn y se adicionan 4.0 ml de una 
soluciOn de arsenomol ibdato para generar-· un color azul. Se 
diluye 5 veces y se lee a 515 nm. La cantidad- de azdcares 
reductores totales se calcula mediante la TOrmula: 
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.S =A K IF.D.l 

Donde: 

S = Az~cares Reductores totales en 9/100 ml. 
A = Absorbancia medida a 515 nm. 
K = Inverso de la pendiente de una curva estandar 

glucosa y f ructosa, 0.25. 
de 

F.D. = F'ac:tor de Di ruc:iOn, 50. 

Las soluciones que se emplean en esta metodologla .son las 
siguientes: 

SoluciOn Reactive cantidad Indicaciones 

Ferricianuro 
Alc:al ino 

Arsenomolibdato 

Carbonato de 
sodio anhidro 
F'os-F ato di so
d i cc heptahi
d,-.atado 
Ferr icianuro 
de potasio 
Agua dest. 

Mol ibdato de 
amonio tetra
hidratado 
Agua dest. 
Ac:ido sulfO.
ric:o cene. 
Arsenato disb
dic:o 

160.0 g 

150.0 9 

4.0 9 
1.0 1 i tro 

25. o g 
450.0 ml 

21.0 mi 

3.0 9 en 

Proteger la 
soluciOn de 
la luz. 

Proteger la 
soluciOn de 
la luz. 
Calentar a 

55 @C por 30' 
en baÑo de 

a.gua. 

25 m l de agua 
desti l~da. 

NOTA: ·Todos los r-eac:tivos son Eaker, excepto ferricianuro de 
potasio y arsenato disOdico que son Merck. 

Nitro9eno Total CA. O. A. C, 1'?75). 

Muestras de 5.0 ml del caldo de fermentación ya centrifugado 
se pesan, se vacla en un matr-a~ Kjeldahl, se adiciona 3.0 g 
de mezcla selénica <Merck>, 20 ml de Acido sulfdric:o 
concentrado y Se digieren en una parrilla de calentamiento 
por 45 minutos. Una vez ya digeridos y frlos se adicionan 400 
ml de agua, unas 9otas del indicado fenolftalelna al 0.1 %, 
piedras de ebul 1 iciOn, 60-70 ml de hidrOxido de sodio al SO % 
(p/v) y se conecta a un equipo de destilaciOn. El amoniaco 
destilado se recibe en 50 ml de Acidc bOrico al 4.0 % (p/v) 
con unas gotas del indicador verde de bromocresol al 1.0 % 
contenidos en un matraz de 500 ml hasta recibir un volumen 
total de 250 ml. La muestra d~stilada se valora con una 
soluciOn patrOn de Acido clorhJdrico 0.1 N y el porcientc de 
ni~r09eno se calcula mediante la siguiente fOrmula: 
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Donde: 
N 

V 

N 
pmeq 

2 

V N pmeq 
% N = ------------------ * 100 

2 pe~o-~e-~~.muest~a 

= % de-NitrOgenc. 

= 

= 

Vol~men tml> de 
va 1 ora·c l On. 
Normalidad del HCl, 

Peso miliequivalente 

HCI 0.1 N 9astadcs 

o. 1. 
del nitrOgeno, 0.014. 

en la 

Acidos Cltrico, LActico y Succlnico 

Una muestra de 0.3 ml de caldo de fermentaciOn centrifugado, 
se cotocá en un reactiva! de 5.0 mt; se acidifica con una 
gota de Acido clorhldrico al 20 % y se seca a 60 ec a vaclo, 
se deja enfriar, se adicionan 0.5 ml de BF3-metanol al 14 % 
<Pierce Chemical, Co.l y se "incuba toda la noche a 
temperatura ambiente- con agitaciOn, se agrega 0.87 ml de 
sulfato de amonio al 33 % y un ml de cloroformo, se mezcla y 
centrifuga a 5,700 rpm durante 10 minutos. Se inyecta un 
microlitro de Ja fase clorofOrmica a un cromatb9rafo Varian 
rnodelo 3700 equipado con un registrador Varian rncdelc 9176, 
la columna utilizada iué de 2 metros por l/S• empacada con 3 
% de OV-17 Cromosor·b WHP 80-100 de mal la. Las temperaturas 
del detector de ionizaciOn de ilama. y del inyector fueron de 
220 @C y 195 @C respectivamente. El programa de temperatura 
fu~ de 100-185 me a 20 @/minuto, la temperatura final se 
mantuvo por 3 minutos. Los gases acarreadores fueron 
nitrOgeno e hidr09eno 30 cm cObicos/minuto y aire a 350 cmA3/ 
minute. Las mediciones fueron r~alizadas a una atenuación dé 
8 y un ran9o de 10 a la menos nueve. La concentraciOn de cada 
Acido se calcul~ refiriendolo a una concentraciOn estandar de 
cada uno de ~llos, mediante la siguiente fOrmula: 

Donde: 

X = 
h-p = 

c-st = 

h-st = 

h-p CC-stl 
X = ----------

h-st 

ConcentraciOn de cada Acido en gil. 
Altura del pico de la muestra problema, en cm. 
Concentracibn del estanda~. 6.0 m9 de los ~cides 
l~ctico y cltrico y 3.0 mg para el ~cido succlnico. 
Altura del estandar, en cm. 

PreparaciOn de la soluclcn estandar. Se prepara una solociOn 
que contenga 12.0 mg de Acido citrico, 12.0 m9 de ácido 
l~ctico y 6.0 m9 de Acido succlnico. Se toma una allcuota de 
o.s ml, se seca a 60 l!C a va.ele y se Sigue exáctan1ente el 
misrno procedimiento que c:or1 las muestras problema. 
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v. 

Vi. 

RESULTADOS Y DISCUSION 

ESTUDIOS DE CORRELACION ENTRE 
OP.TICA ID.O.> Y CONTENIDO DE 
IDNAI PARA LA DETERMINACION DEL 

LOS METODOS DE DENSIDAD 
ACIDO DEOXIRIBONUCLEICO 

CRECIMIENTO MICROBIANO. 

El medio de fermentaciOn a base de jugo cocido de limOn 
después de ser esterilizado presenta solidos en suspensiOn, 
esto dificulta la determinaciOn del crecimiento microbiano 
por densidad Optica CD.O.>. RazOn por la cual, se considero 
emplear el método de DNA para determinar el crecimiento de ~ 
s..he.r:.m.an.l.1 y posteriormente establecer la correlacion. 

Via. Crecimiento Microbiano determinado por ambos métodos. 

A pesar de que el contenido de DNA dentro de un rango (0.2 a 
2.0 ml> de suspensiOn bacteriana libres de sOlidos no 
orgAnicos guardan una relaciOn lineal Cr"'2 = 0.99> 
(figura_lO_)J el contenido de DNA del microorganismo en las 
~ermentaciones de 200-75/250, 130-75/250 y 130/250 tml de 
medio/matraz de 2~0 ml> no siguen un comportamiento semejante 
al crecimiento determinado por n.o.. El crecimiento 
cuantificado por éste método muestra una tendencia hacia el 
incremento, mientras que el cuantificado por el método de DNA 
se comporta de forma diferente; ya sea manteniendose 
estacionario, tendiendo a disminuir O bién a continuar 
creciendo en menor grado a partir de las 24 O 48 h de 
fermentacibn (fi9uras_11,_12 y_13_). Hasta las 48 h de 
fermentaciOn, el crecimiento medido por ambos métodos, 
presenta un comportamiento semeJ.ante, mismo que no se observa 
despu~s de ese tiempo. Asi mismo no mantiene una linealidad 
entre ambos métodos Cfisuras_14.., _15_y_16_) -a pesar de 
encontrar tendencias de respuestas semejantes entre los 
duplicados de las fermentaciones <tabla._VIII>, Cver anexo 1>. 

Vib. Selección del método de ExtracciOn del DNA. 

Ambos métodos no se correlacionaban durante el curso de las 
fermentaciones probablemente debido a la ineficiencia del 
procedimiento empleado para extraer el DNA 
de células de mAs de 48 h de incubación Ca partir de este 
tiempo comienza a haber mayor ndmero de células y 
posiblemente la pared celular con el tiempo se hace mAs 
rlgidaJ. Por tal razon, y debido a que dicho procedimiento 
era demasiado laborioso, se utilizaron otros dos tratamientos 
extractivos: uno empleando Acido tricloroac~tico CATC> al 20 
%-homogenizando por 5 minutos y el otro usando una mezcla 
lltica <ver materiales y métodos>. 

Al comparar los dos procedimientos con el inicial iATC al 
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TABLA VIII •. ·• . ANALISIS .DE" COVARIANZA. 

-- - --- - - - -.- --- - --- ------- - __ :,;,. ":"':....:... __ ·..:·_ -·-·:...-·- ----·-- ------:...-------
' ':'.· '.'. >:_;, 

. FERMENTACION ·.·.-·:.· •. ·•··•••• - '' ' ' ...•.. D•"c'A":o-T••o•••· s· 
_:::_~·:i -~·,:c.· ~--

CRITERIO ·~·· ....•. 5 ... •· ..•. 6 ... 7. 

--- --------- --- - ------------ .:.:...·~--..; ;_·;..;.·.;.. - ~·-.:.:... ------- --------------

200 - 75 I 250 

130 - 75 I 250 

1 
F cal. 

2 
F cal. 

1 
F cal. 

2 
F cal.· 

o.36 

- . -- --_,, . 

* 5.54 

2.43 

S~16 

1.10 

4.93 S.45 

2.38 

------------------------~---------------------· 
.1 ** F cal . . 2.00 10.93 2.40 1.03 

· 130 / 250 

F cal. 
2 

4.·12. 

1 Ho: b + a X = b· + a X 
01 11 02 12 

2 HO: a = a 
11 12 

* Significativo 
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10~-homogenizando 15 minutos, se muestra que 
obtenida cuando se emplea ATC es similar y al 
lltica la respuesta aumenta (figura_17_>. 

la respuesta 
usar mezcla 

Al realizar un anAlisis de varianza se demuestra que con éste 
'11t1mo método, la extracciOn del DNA de c~lulas de 
~ecman..1.J.. most~ó un incremento significativo de las 96 a 
las 120 h de incubaciOn <Tabla_IX_>, <ver anexo_2_). 

Vic. SelecciOn del volumen de mezcla lltica adecuada para 
aumentar la eficiencia extractiva de DNA. 

Se utilizaron los volOmenes de 3.0 y 5.5 ml de mezcla lltica 
con el fln de seleccionar el volumen para aumentar la 
eficiencia del DNA. Este experimento se realizo en dos 
diferentes volOmenes de suspenstOn bacteriana C0.5 y 1.5 ml> 
y a tres tiempos de fermentaciOn <O, 24 y 48 hJ. Los 
resultados indicaron Cf igura _18_) que De obtienen respuestas 
semejantes con ambos voldmeneG de mezcla lltica, 
corroborandose esto mismo al realizar un anAlists de varianza 
_(Tabla _X_>; <ver anexo_3_J y encontrar que el cambio de 
volumen de 3.0 a ~.o mi de mezcla llttca no fué 
significativo. Este mismo anAlists tambi~n seÑalO que el 
incremento de DNA al aumentar tanto el volumen de suspensiOn 
bacteriana como el tiempo de incubaciOn co, 24 y 48 hJ 
resultaron ser altamente significativos, tal y como se 
esperaba. Sin embargo, éstos dos parAmetros <volumen de 
suspensiOn bacteriana y tiempo de incubaciOn> muestran 
tnteracciOn <tabla _X~J,Cver anexo _2_J debido a que el 
contenido de DNA en las allcuotas de-o.5 ml no presenta 
incrementos proporcionales a los tiempos de incubaciOn 
empleados co, 24 y 48 h>, (figura_19_J. Estos resultados se 
pueden explicar probablemente debido a la presencia de 
&Olidos en la muestra ya que entre los triplicados no se 
encentro que esa diferencia fuera significativa Ctabla _X_>, 
<ver aneXo _2_>. 

Vid. Seleccton del volumen adecuado de suspensiOn bacteriana 
para la cuantificaciOn de DNA en c6lulas de p.5hprman.i..i. 

Empleando 3.0 ml de mezcla 11tica, se determino el contenido 
de DNA a c61ulas de p.ahecmanff ATCC 13673 de 60 h de 
incubaciOn CD.O.= s.62J provenientes de los siguientes 
voldmenes de suspensiOn bacteriana: O.~. 1.0, 1.5, 2.0, 2.5 y 
3.0 ml • Los resultados <figura _20_> obtenidos indican que 
en todo 6ste rango la respuesta es 1 ineal <r"2= 0.98-o. 99); 
cuyas pendientes son similares a pesar de que sus ordenadas 
al o,.igen no sean las mismas <tabla _XI_>, <ver anexo _1_> 1 y 
sobre todo que los voldmenes de 2.0 y 2.~ ml de suspensión 
bacteriana son las alJcuotas que muestran menor error 
experimental <Tabla _XI_>, Cver anexo _2_> • 

. Debido a que este experimento se hizo por triplicado, se 
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Curva, Absorbancia a 600 nm ( para cuanti+icar 
D NA vs Tiempo (96 y 120 h·) de crecimiento 
en la FermentaciOn de 130 ml de volumen de 
trabajo de trabajo I Matraz de 2~0 ml en un 
Medio a base de 3CL con .E.... 5hermaníí ATCC 
13673. Respuesta al rompimiento celular cdn: 
A = mezcla lltica, B = Acido triclo~oacético 
al 10 % homo9enizando 15 minutos y C = Acido 
tricloroac~tico al 20 ~ homogenizando 5 minutos. 
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r1-1ELl-'1 r~·;. •AttA'LIS'IS. DE, .~A~IAN::Á·. 
'•';' 

sc.;i. F.cc ION nEL-·~-ME-J·OR,: M'E'Tono-: PARI\ l.; 1 s·_r;R; - cEL1.11~-t1s 
DE E.,.:· .:¡¡b.=ma.1Ú.J. ATCC(.!3673, .. 

;•-- • r .-,• ---- -- - - _; __ -- -- -__ .:.. __ ..:, __ ':"" ____ ..; _____ . __ -;.;;-_-___ ;...;.:; ____ -..;. --- - - - --·- -----
í'UEMTE DE VARIACIÓN F c:aJ • 

<_;:_ - -;- . ;:;- -~- --

----·---·----------------------------~-------------------------

M 

MT 
ij• 

E. 
lcC!jJ 

.- ;_-~-

** 284.03 

** 65.22 

** 49.162 

----~----------~-------~--~-~--T-~~-~-----~-----------------~ 
Modelo P~·cpue-sto: y = ·p· +· N ... + T· ,-+_·MT.~·--_·+-E j 

! ;··' IJ·. Jc•!IJI 

Donde-: 

! j 1: 

~1 =Media poblacfonal 

:M = Mf,todo 
! 

T Tiempo de cuant1i1caei0n. 
j 

HT = Inter~eciOn 
lj 

E = Error e':perimentaJ 
le !f j J 

y Vari~ble de re~pueEta CAbEorbancfP ~ 600 r~m). 

lj k 
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T~bl.:i. Y.. ANALISIS-·."DE lJARIAt-1=1'1 

~~E~~~R~~cig~;6~~~1 P~~;A ~':ll~E"~~tc{~~T~~~ri='' 
.SHERtllltJII;,; •i} ·.·' ···.·. \~: · .\} .C 

.,; ... /::·::- ~>-· , e - - ·.,, -,:--~:». . .. ~. ------ -- ..;. -_..;._; __ . _________ ._ .. ;,.._ -~---~:: __ .;,.-__ -..;,._ ·-·-- _-_-..;. ___ ..:---·.:. -- -- - --· .. - --

F:UENTE . DE VAR I l\c ~b~r 
,_,,._;- .--::-- -~;~<! -.:-;---- -· ,._.-_ ... ,,.. -:·:._.:,: .. ·_::_'.':. ::~:-

' ?~°'--~.:.-~.~-·- .:,('::.:~:~\~:->~-~: '-- :----~"-. . FcEi.l. · 
''"'" . - - -- - _;__..;. ;__;,.. __ ""': -- ~'."." ~-----·--- _.:,._ -------~ - - -..;,_ ---- ---- - -------- - - -

e 
¡ 

V .. 
j 

T ,, 
cv 
. . 1 j 

CT 
11< 

VT 
jk 

CVT· 
! j " 

M 
1 !ljkl 

E 
m!fjl:Jl 

0.760 

** 25.650 

** 29.520 

0,600 

o.~52 

**· B.500 

0.820 

'·' . 

--~------------------~-----.:..---------------~------~----------
Modelo: 
y 

1 j l: 1 m , 

Donde: 

J.H e 
¡ 

-t V + T 
- j . ,, 

+ E 
m!!Jkll 

+ cv 
!j 

+ CT + VT 
il< 

+· CVT · 
j ,, 1 j k 

y Vari'able de respuesta (nbs-orb<J.nciil D 600 nm·l. 
1 J l:Jm 

ft = Media pobJacionaJ·. 

+ 

e Cantidad de mezcla Jltica (3 y 5.5 mll, i = 1 ••• 2 
¡ 

V Volumen de 5UspensiOn bacteriana C0.5 Y J.5 ml>, 
j j=J ••• 2 

T = Tiempo de 1ncubac:10n co, Z'1 y 48 h), k = 1 ••• 3 
k 

N 
1 

E 
m 

= f"tue-s tras, 

Error experiment~l, fm rcpl ft:ac:fOn} 

CV, CT, VT ,, CVT =- l"C'í't"'~!::ent'"1n lE'~ fntcr·c:ccfcn~;::. 
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Curva, Absorbancia a 600 nm < para cuantificar 
D N A vs Volumen de suspensiOn bacteriana 
<O.S y 1.5-ml> en la FermentaciOn de 130 ml 
de volumen de trabajo I Matraz de 250 mi en un 
Medio a Base de 3CL con e.._ shermanii ATCC 13673 
A = a ml de mezcla llticaJ B = s.~ mi de mezcla 
lltica a los tiempos o, 1 y 2. 
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TABLA XI. ANALISIS DE COVARIANZA 

REPRODUCIBILIDAD SOBRE LA CURVA DE CALIBRACION 
EN EL CONTENIDO DE DNA CON DIFERENTES VOLUME 
NES DE SUSPENSION BACTERIANA. 

1 

** 7.35 

F cal. 

2 

1.30 

- . ' . . -------------------------------------------------------------
1 Ho: b + a x + b + a x = b + a x 

01 1 1 · 02 2 2 . 03 3 3 

2 He: a = a = a 
1 2 s 
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-fermentaciones <o, o, ) bajo las mismas 
condiciones. 
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realizo un an4lisis de varianza <Tabla _XIII_J, Cver anexo 
_2_) encontrando que hubo eTectc de dla., es decir, la 
cuantif icaciOn de DNA depende muchO del dla en que se 
determinen las muestras; hay efecto de toma de muestra entre 
los triplicados, posiblemente debido a la heterogenidad del 
medio, por lo que se recomienda tomar muestras por lo menos 
por triplicado cuando se desee cuantiTicar el contenido de 
DNA de c~lulas provenientes de medios de fermentaciOn 
heterog~neos. 

Vie. CorrelaciOn entre los métodos de D.O. y DNA. 

Ambos métodos se emplearon para cuantificar el crecimiento 
del microorganismo durante el curso de la fermentación 
130/250 Cml de medio/matraz de 250 rnl) realizada por 
triplicado, con el fin de encontrar si existla correlaciOn 
entre el los. Los resulta.dos mostrar-en semejanza en el 
crecimiento durante la fermentaciOn al emplear ambos mhtodcs 
(figura _21_ y _22_>. Al realizar un an~lisis de covarianza 
se encentro que una de las tres fermentaciones no presenta 
semejante ecuaciOn de regresiOn, al comparar las ecuaciones 
de regresiOn de la correlaciOn de las fermentaciones B y e 
<Tabla _XIV_>, <ver anexo _l_> este no muestra pendientes 
semejantes. A pesar de esto ambas m~tcdos presentan buena 
correlaciOn <Figura _23_>. Ccn estas experimentos se 
demuestra que ambos método&, D.O. y DNA si se 
correlacionan, durante el curso de una fermentaciOn. 

En base a los resultados hasta aqul obtenidos, el crecimiento 
microbiano en el presente trabajo se realizo por D. o., 
ade~as de ser un procedimiento rApido y sencillo. 

Vil ESTUDIOS PARA INCREMENTAR LA PRODUCCION FERMENTATIVA DE 
VITAMINA B-12 EN UN MEDIO A BASE DE JUGO COCIDO DE LIMON. 

Viia. Efecto del nivel de aeraciOn sobre la producciOn de 
vitamina B-12. 

En virtud de que en estudios anteriores CSantana 1_9931, la 
fermentaciOn aerObica fué m~s eTiciente para la producciOn de 
vitamina B-12 1 se planearon los presentes experimentos con el 
Tln de seleccionar el mejor nivel de aeraciOn donde se 
obtuviera la mayor producciOn <..Jl.911>, prcducciOn especlTica 
C.ALg/g de célula> y productividad <,...U..9/lh> de vitamina B-12. 

Experimentos a un solo nivel de aeraciOn. 

Estos experimentos se llevaron a cabe con diferentes 
voldmenes de medio de fermentaciOn, de tal forma que 
proporcionaran diferente nivel de oxigenaciOn, dichos 
voldmenes fueron les siguientes: 25, 75, 130 y 200 ml 
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----- -- - .: - ----- -- - --- :..;. __ --_:_ _ ~- -----. ---;-.:.-;.. _. __ -;_-___ - -- "':' ~- ..:.--:.. _ ._ -- --

VOLUMEN DE SUSPEMS!Of~ 
BACTERIANA 

Cm l J · 

F· .cal 

. L. 
j ( f) 

_.'~ ·:..~:.:. __ ~:~- -·-~---·~ -

E . ·. 
1<11 j ) 

-----------------~------------------------------------~------

. lflf 
o.s 17.93 3.19 

* ** 1.0 5.0~ 12.09 

lC·lf 
1.5 1 .. 37 9;92 

** 2.0 J.02 9.25 

' 
lf~-

2.5 0.57 4,.10 

* 3.0 s. 9'? 1.79 

-------------------------------------------~----------~------
DOl'1'1i:: 

D = E.fcc:to de dfa 
. 1 

L = ~f~cto d~ ls replicaciOn 
j ( j , 

E Error experiment~J 
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TABLA XIV.· ANALISIS DE COVARIANZA ENTRE LAS FERMENTACIONES A, 
B )' C •... 

CRITERIO F E F. :ti. E N T A C I O N E S 

------- -- ---- -:- --- ---- ~ -- - --------------------- --- - -- -- - ---- - - -

A B e AB A e E e 

1 ** ** **• 
F cal. 20.66 3,88 H.04 68. 96 

2 ·* ** F ca.1. 4. 73 2.36 16. 66 

1 Ho: b + a X = b + a X = b + a X 

01 11 02 12· 03 ·1S 

2 Ho: a = a = a 
11 12 13 

* Si9nif icativo ** Altcsmer.te Si9r1ificativc 
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FIGURA 23. Curva que Correlaciona el Crecimiento de E.a.. 
5hecmanff ATCC 13673 CuantiTicadc por D.O. a ~40 

.nm vs Absorbancia a 600 nm en la Fermentación 
de 130 mi de volumen de trabajo I Matraz de 250 
ml en un Medio a Base de JCL con e..... 5hPrmanff 
ATCC 13673. 
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fvolumen de trabajo /matraz de 2:50 ml >. .Los resultados 
(figura _24_J muestran qUe el nivel de aeraciOn presenta 
efecto tanto en crecimiento como en producciOn de vitamina B-
12. 

A mayor nivel de aeraciOn mayor crecimiento y viceversa. 
El crecimiento del microorganismo fué mayor <B.O a 9.0 g/lJ 
donde el volumen de medio de fermentacibn fué menor 
disminuyendo el crecimiento (6.0, :s.a y 3.0 911; 
respectivamente> conforme el volumen de medie se incrementaba 
<figura _24_> sin presentar diferencia notable en cuanto al 
patrOn de comportamiento en el pH. La velocidad especlf ica de 
crecimiento <p = hA-lJ en condiciones altas de aeraciOn C2S 
ml/2SO ml> es muy diferente al encontrado bajo las 
condiciones anaerObicas (200 ml/250 ml> y ambas diferentes a 
las presentadas bajo condiciones semianaerObicas C75 y 130 
ml/250 ml>, en las cuales el microorganismo crece a 
velocidades especifica muy semejantes (figura _25_J. Asi 
mismo se observa que el crecimiento del microorganismo se 
detiene r~pidamente <alrededor de las 48 hJ cuando se 
encuentra a bajo nivel de aeraciOn C200 ml/250 mlJ y continda 
creciendo cuando se encuentra bajo condiciones altas de 
aeraciOn (2:5 ml/250 ml>; este comportamiento se debe a la 
mejor utilizac10n del sustrato para Tormar parte del material 
celular. Por otro lado, los niveles de 75 y 130 Cml de 
medio/matraz de 2~0 ml> parecen tener un nivel intermedio 
entre los otros dos niveles, ya. que el crecimiento se detiene 
a partir de las 72 h de iniciada la fermentaciOn; condiciones 
en las que se presenta la mayor produccibn de vitamina B-12. 

La vitamina B-12 fu~ cuantificada a las 95, 119 y 143 h de 
fermentaciOn en los 4 niveles de aeraciOn estudiados. Los 
mejores resultados en cuanto a producciOn <,U.g/IJ, producción 
especifica <..Ll~/9 de c~lula> y productividad <.,.Ug/lhJ 
5195.83, 1034.20 y 54.70, respectivamente se obtuvieron 
cuando el microorganismo crecib en 130 mi/matraz de 2:50 ml 
(figura _26_). La producciOn y producciOn especifica de este 
metabolito se mantienen casi estables durante los dltimos 3 
dias de TermentaciOn (Tigura _26_ y _24_> mientras que la 
productividad disminuye en este mismo intervalo de tiempo 
(fi9ura _27_>. Le~ crecimiento~ m~~ b~jc~ ~e obtienen cu~ndc 
el microorganismo se encuentra en los volOmenes de medio de 
2:5 y 200 ml I matraz de 250 ml a pesar de que en esta dltima 
condiciOn se presente un mayor incremento en la producciOn 
especl~ica a las 119 y 143 h, pero esto se debe a que se 
tiene menor crecimiento ocasionando que al dividir la 
cantidad de vitamina producida entre el poco crecimiento que 
se obtuvo da como consecuencia una producciOn especlf ica mAs 
alta (figura _27_>. 

Con estos experimentos se demuestra una ves mAs que el nivel 
d.e aeraciOn es i·mportante en la produccibn de vitamina B-12 
empleando al microorganismo e.....shermenii ATCC 13673, el cual 
debe estar en una cantidad o proporciOn tal que permita un 
adecuado crecimiento y produccibn de este metabolito. 
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FIGURA 24. Crecimiento Celular y ProducciOn de Vitamina 
B-12 en la Fermentacioln con e... shermanff ATCC 
13673 en un Medio a Base de 3CL.bajc Di~erentes 
Niveles de AeraciOn. 
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GrAfica que Relaciona la Productividad y la 
ProducciOn _ EspeclTica de Vitamina B-12 en 
Función de los 3 dltimos dlas de FermentaciOn 
en un Medio a base de 3CL. A = 25 ml, B = 7~ 

ml 1 e = 130 ~1 y D = 200 ml de volumen de 
trabajo contenidos en matraz de 250 ml. 
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Posiblemente a este nivel de aeraciOn C130 ml de volumen de 
trabajo/en matraz de 250 ml> se producen ciertos compuestos 
que permitan condiciones +avorables para que el crecimiento y 
producciOn sean mejores. Dichos compuestos podrlan ser 
sustancias re9ulatorias sensibles a las condiciones 
oxidoreductoras que en presencia de altas tensiones de 
oxl9eno se convierte en su forma oxidada y de esta forma 
inhibir la slntesis del tetrapirrol como sucede en 
Rc..d.apseudcm~ sphprpide5 con la bacteriocloroTila <Burnham 
1969) a nivel de la ALA sintetasa CMarriot et al. 1969). 

Experimentos a dos niveles de aeraciOn. 

Convencionalmente la vitamina B-12 es producida por esta 
clase de microorganismos <Propionibacterias) en 
fermentaciones a dos etapas de aeraclonl la primera bajo 
condiciones anaerObicas, en la cual se produce-la cobinamida 
(factor B>, y una segunda etapa, bajo condiciones aerObicas, 
en la cual se forma el nucreOtido 5,6-dimetilbencimidazol 
uniendose a la primera estructura para formar la vitamina B-. 
12 Ccobalamina). 

En base a este antecedente se plantearon, las si9uentes 
combinaciones de niveles de aeraciOn: 200-130/250, 200-75/250 
y 130/250 Cml de volumen de trabajo/matraz de 250 ml)J el 
cambio de una etapa a otra se realizo a las 72 ·h de 
fermentaciOn. Los resultados Cf i9ura _28_) muestran que en 
las dos primeras fermentaciones, el microorganismo presenta 
un crecimiento dia~xico debido posiblemente al cambio de 
nivel de aeraciOn que ocasiono un cambio en su metabolismo; 
situaciOn que no se presento en la tercera fermentaciOn, lo 
cual indica Una vez mas, un comportamiento-similar entre las 
condiciones de J30 y 75 Cml de _volumen de trabajo/matraz de 
250 mi) in~iriendo que. la transferencia de oxl9eno 
proporcionado por estos vol~menes de medio es similar, como 
ya antes se habla comprobado en fermentaciOnes individuales 
en cada uno de estos niveles de aeración CsecciOn ViiJa). El 
crecimiento alcanzado en las dos primeras condiciones son de 
2.6 y ~.5 g/J ~n Ja primera y segunda etapa de aeraciOn 
respectivamente, cantidades que fueron menores al presentado 
en la tercera fermentaciOn, 4.9 y 6.6 9/l respectivamente en 
cada una de las dos etapas, lo cual indica que esta dltima 
fu~ m~~ eficiente comparada con el c~ecimiento alcanzado 
cuando las fermentaciones se llevaron a cabo solo en una 
etapa C75 o 130 ml devolumwn de trabajo/matraz de 250 ml). 
Asl mismo no se presento diferencia en el comportamiento de 
pH. 

La velocidad especifica de crecimiento C,µ = hA-1) bajo las 
condiciones de 200-130 y 200-75 (ml de volumen de 
trabajo/matraz de 2~0 ml> son muy semejantes entre ellas y 
totalmente diferentes a la presentada en la condiciOn de 130-
75 Cml de trabajo/matraz de 250 ml) a pesar de que a las 
primeras 24 h parten con la misma velocidad especifica 
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(figura _29_). 

La producciOn de vitamina B-12 que solo fué cuantificada al 
.cambio de aeraciOn y al final de la fermentaciOn fu~ similar 
en las dos primeras fermentaciones, siendo de 2.0 a 3.S mg/1 
respectivamente al cambio de aeraciOn y al final de la misma, 
y menores a la producida en la tercera ferementaciOn, la cual 
produjo 3.B y 4.3 mg/l al cambio y al final del proceso, 

.respectivamente, valor casi comparable al producido bajo las 
condiciones de 130 ml de volumen de trabajo/matraz de 250 ml. 

La producciOn especifica y productividad, muestran tendencia 
a disminuir del tercer al sexto dla de la fermentaciOn siendo 
m&s dr~stica la calda del primer par~metro en las dos 
primeras fermentaciones y el segundo parAmetro en la tercera 
fermentaciOn (figura _30_>. 

De todas las condiciones de aeraciOn probadas, el mejor nivel 
de aeraciOn encontrado fu~ al emplear 130 ml de medio de 
fermentaciOn/matraz de 2~0 ml en los tres parAmetros 
determinados en las fermentaciones, mismas que son .5 vec~s 

mayores con las encontradas a nivel fermentador CSantana 
1983) y con la producciOn especifica reportada en la 
bibliografla <Tabla _XV_J. 

Al mejor nivel de aeraciOn encontrado se le determin~ su 
cin~tica de fermentactoñ, con el f ln de tener un panorama 
general del comportamiento de este microorganismo 
<figura _31_J bajo esta condiciOn de aeraciOn. 

En dicho experimento se cuantificaron los parAmetrcs cada 24 
h durante los 6 dlas que duro la fermentacibn. El 
microorganismo alcanzo un crecimiento entre 5.2 a S.6 9/l y 
una prcduccion de vitamina B-12 de 4.5 m9/l. Hubo ·consumo de 
e.o g/l de azdcares reductores totales hasta las 72 h, 
cantidad que parece ser la disponible _para poder ser usada 
por el microorganismo y 0,75 -g/l de nitr09eno tota1 1 
consumidos poco a poco durante el curso de la fermentaciOn. 
El Acido lActico presente en el medio de fermentaciOn fu~ 

consumido en su totalidad C5.5 9/l) en las primeras 24 h de 
la TermentaciOn, presentAndose producciOn de Acido succlnico 
alrededor de 1.0 gil sin que se daf inier~ un patrón de 
comporta~iento razonable en el consumo de Acido c1trico, 
posiblemente a causa de alg~n error en la t~cnica empleada, o 
bi~n una utilizaciOn no bi~n definida por el microor9anismo O 
no ser facilmente metabolizada por ~ermanii ATCC 13673. 

Viib. Efecto de la concentraciOn y tiempo de adiciOn de 
precursores glicina y cobalto sobre la producciOn 
vitamina B-12. 

los 
de 

Un _precursor se define CLee 1951>, como aquellaCs> 
sustancta<s> adicionada<s> al medio de fermentaciOn antes de 

-74-



100 

~ 

' O> ..._ 

a: 
q: 

5 
10 GJ u 

~ 
!:!:! 
~ 

@ 
a: 
u 
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. uth-11 

• o -:. 
h 200-13U/'lSO 200-15/'lSO 130-75/250 

;, 
o -24 0.069 0,069 0,010 
24-41 0~0014 0.0014 o. 0241 
41.-72 0,0041 O.C047 0.0113 
12-96 0,014 0.0161 0,0051 
96-120 º·º'" 0.0167 0,0054 

120-140 0.0012 0.0052 0,0011 

TIEMPO (h) 

Velocidades Especl~icas de Crecimiento C ¡.i> de 
E..... 5hprmenft ATCC 13673 en un Medio a base de 
3CL bajo condiciones combinadas de nivel de 
aeracibn. La flecha indica el momento en que se 
realizo el cambio en el nivel de aeraciOn para 
o y o. 
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FIGURA 30. 
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50 
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TIEMPO (h) 

Gr~fica que Relaciona la Productividad 
PrcducciOn Especifica de Vitamina B-12 a 
y 144 horas de FermentaciOn en un Medio a 
de 3CL a Di+erentes Niveles de _Aeracibn. 

y la 
las 72 

Base 
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TABLA XV • PRODUCC!ON, PRODUCCION ESPECIFICA. Y PRODUCTIVIDAD DE VITAMINA a
12 

A DIFERENTES NIVELES 
DE OXIGENO. 

TIEMPO MAXÍMO PRODUCCION PRODUCCION ESPECIFICA PRODUCTIVIDAD 

CONDICION DE PRODUCCION 
()JgB12 / 1) (µ9B12 19cel} Ctig812/lhJ (h), 

Perlman Cl977) 385.00 

* nnacróbi ca 168 1838. 30 10.94 557.07 

* Aeróbica 117 2558.40 21.90 802.00 

* Anaerób-Aerob. 166 1326.GÓ ª·ºº 449.70 

* Anaerób-Aerob/Adn 72 1468.80 20.40 397.00 

•• 25/250 95 1492.17 20.44 301. 18 

•• 75/250 95, 3835.25 40.37 730.18 

•• 130/250 95 5195.83 54.70 1034. 20 

•• 200/250 143 ·3186. 78 22.30 1240.72 

& 200-130/250 144 3567.67 24.80 729.58 

& 200- 75/250 144 3280. 70 22.78 612.07 

& 130- 75/250 144' 4300.00 29.57 680.00 

• A nivel fermentador (Santana, 1983) 

•• Volumen de medio de fermentación contenidos en matraces de 250 rnl.. 

& Cambio de volumen de medio de fermentación en matraces de 250 rnl.. 
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.Curva, CcncentraciOn vs Tiempo en la. 
FermentaciOn de 130 ml de volumen de trabaje / 
Matraz de 250 mi ~n un Medio a base de JCL con 

.e..._ 5hermanif ATCC 13673. 

-78-



TESIS 
llf lA 

lfD DEBE 
l!li>HUfECA 

O slmultaneamente con el proceso, las cuales son incorporadas 
sin ningdn cambio en la mol~cula del producto de la 
f9rmentaci0n, y la cual generalmente incrementa la producciOn 
y/O mejora la calidad del producto. 

Los precursores requeridos en ciertas fermentaciones 
industriales son proporcionadas por Jos constituyentes 
nutritivos del medio, tal como el agua de cocimiento de malz 
<ACM> O por ad1c10n de al9unos compuestos puros O por la 
adiciOn de ambos. 

De esta forma el principal 
precursor, es que ~ste llegue 
de la ~ermentaciOn. 

Experimento Control. 

criterio para emplear un 
a ser incorporado al producto 

Se llevo a cabo este experimento con ei fin de poder comparar 
las -fermentaciones a las cuales les fué adicionado los 
precursores. En dicha experimente se cuantifico el 
crecimiento durante toda la fermentaciOn y la vitamina B-12 a 
las 72, 96, 120 y 144 h de fermentaciOn. Los resultados 
(figura _32_) muestran un crecimiento de alrededor de 5.0 
911, consumo total de Acido lActico dentro de las primeras 40 
h de fermentaciOn, sin consdmo de Acido cltrico y con una 
producciOn de 2.e g/l de Acido succlnico. La producciOn de 
vitamina B-12 se mantuvo alrededor de los 2.e mg/l, la 
producciOn especifica oscilO entre los 500 y 600 )A.919 de 
célula y la productividad bajo de 32 a 15 p.t.9/lh, en los 
dltimos q dlas de la fermentaciOn. El microorganismO mostrO 
una velocidad especifica de crecimiento (_,u= hA-1) de 0.137 
hA~t en las primeras 6 h de _iniciada Ja fermentaciOn, 
disminuyendo posteriormente conforme avanzaba la fermentaciOn 
Cfigura _33_>, comportamiento similar al presentado ya en 
otras fermentacioOes. 

Es importante mencionar que este experiemento fué realizado 
por triplicado; el agua de cocimiento de malz <ACM> utilizada 
fué de un lote diferente al empleado en los anteriores 
experimentos y ademAs le fué adicionado 7.6 mi da ~cido 
ldctico al medio de +ermentaciOn; con el f Jn de estandarizar 
el contenido de Acido IActico a una cantidad aproximada de 12 
a 13 gil, cantidad promedio aportada por el ACM en al medie 
de fermentaciOn. Posiblemente por eso el crecimiento y la 
cantidad de vitamina B-12 producida fué diferenfe a la 
encontrada en los anteriores experimentos. 

Experimentos con Glicina. 

En Dlploraecus 9Iyctngphíl11s, se ha encontrado que es capllz 
de desarrolarse empleando glicina como dnica fuente de 
energla de carbono y de nitrOgeno. La glicina al reaccionar 
con· et Acido tetrahidrofOlico forma el llcido 
metilentetrahidrofOlico, el cual al condensarse con otra 
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Curva, ConcentraciOn vs Tiempo en la 
FermentaciOn de 130 ml de Medio/Matraz de 250 m·1 
en un Medio a base de 3CL con e..._ 5hprmantf ATCC 
13673. Nuevo Lote de JCL y Adicibn Aproximada de 
7.6 ml/l de Acido L~ctico. La vitamina B-12 fu~ 
analizada a las 72• 96, 120 y 144 h de 
fermentaciOn. 
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ml de Medio/Matraz de 250 ml en un Medio a base 
de 3CL. Nuevo Lote de 3CL y -adiciOn de· 7.6 ml de 
b.cido Lll.ctico. 
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mol6cula de glicina da lugar a la i-ormacibn de serina, que a 
su vez· puede convertirse en piruvato. El piruvato puede 
oxidarse, a i-ln de producir energla O emplearse para la 
slntesis de constituyentes celulares <ruta general· en 
plantas, animales y en bacterias>. Adem~s a partir de la 
glicina pueden -formarse una gran variedad de compuestos 
<Metzler 1977>. Una de las principales rutas del metabolismo 
de la glicina es la i-ormaciOn de pori-obilinOgeno y de los 
diversos pismentos pirrOlicos que se deriven de 61. 

Este serla un riesgo al emplear al precursor •91icina• con el 
objeto de incrementar la producciOn de vitamina B-12. Pero 
como se sabe, el succinil-CoA se condensa con la glicina en 
el interior de la matriz mltocondrial en las células animales 
y i-orma el ~cido d-aminolevullnico, que se convierte en 
pori-obilin09eno, precursor inmediato de las pori-irinas. Ya 
que la vitamina B-12 es una pori-irina se espera que suceda 
esto ~ltimo y de esta +arma poder incrementar la producciOn 
de vitamina B-12. 

Dado que en estudios anteriores <Santana 1983), se obtuvo 
producciOn de ~cido succlnico, en -fermentaciones empleando 
jugo cocido de limOn como sustrato, para la producciOn de 
vitamina B-12 y teniendo el conocimiento de que esta 
sustancia junto con glicina son los dos precursores iniciales 
en Ja ruta biosintética <ver i-i9ura _5_) de dicho 
metabolito; se planearon los siguientes experimentos para 
conocer el tiempo de adiciOn y concentraciOn Optimes de 
glicina que incremente Ja producciOn de vitamina B-12. 

Dichos experimentos se planearon en base a un diseÑo 
Tactorial 2A2 con un punto central; donde los ~nicos dos 
factores a variar i-ueron: conce-ntraciOn de glicina y tiempo 
de adiciOn de glicina. La matriz experimenta~ fu~ la 
siguiente: 

TIEMPO DE ADICION CONCENTRACION DE 
DE GLICINA (h) GLICINA lmMl 

10 20 30 

72 == == 
96 === 

120 e= == 

Las concentraciones de glicina utiliz.adas se seleccionaron en 
base a lo que reporta la biblia9rafla <tabla _XVI_> y les 
tiempos de adicion·se eligieron en base a los resultados 
encontrados en anteriores experimentos <Santana 1983); donde 
el ~cido succlnico comienza a acumularse a partir de las 72 h 
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TABLA XVI. 

CONCENTRACION 
DE GLICmA 

!mMl 

13 a 40 

2.2 

5, o 

6,7 

CONCENTRACION DE GLICINA EMPLEADA PARA LA 
PRODUCCION DE VITAMINA B-12. 

MICROORGANISMO REFERENCIA 

e..._ f ret1den~c.h.i..i Noyes (1969) 

Eubar ter i uro l í mpsqm Lam Cl982l 

Burtcn Cl9Sl> 

Bacterias MetanOlicas Dumen ¡ 1 ! 1981> 
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de haber comenzado la fermentaciOn. Los experimentos fu~ron 
realizados por duplicado, cuanti~icando crecimiento durante 
el curso de la fermentaciOn y vitamina B-J2 cada 24 h después 
de ·la adiciOn del precursor. Los resultados (figura _34_) 
muestran un crecimiento similar entre cada uno de los 
experimentos y a su vez similares al experimento control. Se 
obtuvo 24 % mAs de vitamina B-12 C3 a 4 mg/l) cuando la 
adiciOn de glicina fué a las 72 h en comparaciOn a la 
producida cuando fué adicionado el precursor a las 120 h C2.5 
a 2.7 mg/l) sin importar la concentraciOn agregada al medio 
de fermentacion. 

Independientemente de la concentraciOn de glicina adicionada 
al medio de fermentaciOn, la producciOn de vitamina B-12 fu~ 
ligeramente mayor C3 a 4 mg/l) cuando fu~ adicionada a las 72 
h en comparaciOn a la producida cuando este mismo precursor 
Tu~ adicionado a las 96 h C2 a 3 mg/l> y 120 h C2.5 a 2 .. 7 
mg/ll. 

De las condiciones evaluadas la mayor producciOn C 4 mg/ll, 
producciOn especlf ica (1000 ...)J.9/9 de celulaJ y productividad 
C43.5 ..,Ug/lh> se obtuvieron 24 h después de haber sido 
adicionado 10 mM de glicina a las 72 h de fermentaciOn, 
disminuyendo posteriormente hasta el fln de la misma 
(figura _34_> .. 

Considerando los resu-ltados al dltimo dla de fermentaciOn 
C144 h>, la producciOn no muestra mayor diferencia cuando la 
glicina ClO O SO mM> se adiciona a las 72 h de fermentación 
como se obtienen cuando es adicionado a las 120 h. Dicho 
compcirtamiento lo presenta la productividad bajo las mismas 
condiciones. Por otro lado, la producciOn especifica muestra 
mejores resultados a baja concentraciOn y tiempo de adiciOn 
de glicina (figura _35_>. - · · 

Los resultados a las 144 h de fermentacien fueron .analizados 
estadlsticAmente obteniendo las ecuaciones <tabla A, anexo SJ 
que describen el comportamiento de producciOn y producción 
especl~ica de vitamina B-12 CfigurRs _36_ y _37_). La 
primera muestra que la producciOn de vitamina B-12 depende 
solo del tiempo de .adiciOn de glicina mAs no de la 
concentraciOn adicionada; por •o tanto, para incrementarla se 
tiene que disminuir el tiempo de adición del precursor. En la 
segunda grAfica, la producciOn especifica depende tanto del 
tiempo como de la concentrac!On del precursor adicionado 
se~alando que para poder incrementarla se tienen que 
disminuir ambos factores. 

Dicho anAlisis también indico, que la mAxima producción que 
se podrla obtener, bajo estas condiciones ·serta de 3.8 mg/l 
(figura _36_) y no mAs de eoo ,,1)..9/9 de célula de producctOn 
especifica de vitamina B-12 Cfigur~ _37_). 

Experimentos·con cobalto. 
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de TermentaciOn• Co> = datos expertmentalesJ Ce> 
e producctOn teOrica en base a la ~cuacton: 
A A 

Y = 2914.006364 - 442.1575 T. Donde: Y e 

producctOn estimada de vitamina B-12. 
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B-12 C ug de B-12/g de celula>. Ce> = zona de 
exploraciOn O experimentaciOnJ lineas continuas 
~ comportamiento lineal de la producciOn 
especifica de la vitamina_B-12 dentro de la zona 
de exploraciOnJ lineas discontinuas = producciOn 
especifica de vitamina B-12 fuera de ·Ja zona 
exploradaJ Ca> = datos experimentalesJ CUCJ .... 
unidades codiTicadas. La ecua~lon encontrada que 
relaciona la producciOn especifica de vitan1ina 
B-12 con -la concentraciOn y tiempo de adtciOn de 
91 icin·a es: · 

Y = 644.06696 - 55.25105 C - 52.34419 T • 

Donde Y = PraducciOn especifica estimada de 
vitamina B-12. CuantificaciOn realizada al ~inal 

de la fermentacibn. 
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El cabal to es ~l metal que forma el complejo 
cobaltocorrinoide <Acido cobirlnicoJ al ser quelado por el 
tetrapirrol uropofirinOgeno III <mac:roanillo de 1-a vitamina 
B-12J. Si la conc~ntraciOn de cobalto en el medio de cultivo 
es bajo, entonces su adiciOn al medio de cultivo estimularA 
la slntesis de vitamina B-12J hecho que ha sido demostrado en 
microorganismos tales como micobacterias y en stceptpmices 
9~u5. Se ha encontrado que SO ppm de cobalto inhiben su 
slntesis y l ppm la limita, tanto como un 75 % del cobalto 
adicionado puede ser incorporado a la vitamina, aunque el 
grado de incorporaciOn baja rApidamente con el incremento en 
la concentrac10n de cobalto <Perlman and o•Brien 1954). Se ha 
encontrado también que la adiciOn de cobalto Tavorece ~as la 
producciOn de vitamina B-12 bajo condiciones aerObicas que 
anaerOb i cas. 

se· conoce poco sobre el mecanismo de incorporaciOn del 
cobalto hacia la formaciOn de dicha vitamina, sin embargo 
existen estudios en Cgrinebacteri11m tetangcmgrph11m que aunque 
no produce heme-, se ha demostrado que contiene una enzima 
llamada cobalto porfirin sintetasa, la cual inserta al 
cobalto en varias porfirinas dicarboxllicas <Friedman and 
Ca9en 19'70>. 

Generalmente se ha aceptado que para tener un rendiMiento 
m~ximo de vitamina B-12, el cobalto debe ser adicionado al 
medio de cultivo tomando en cuenta: 

a> La cantidad ya·presente en los componentes 
b) La tolerancia del microorganismo al 
respetando si esta se encuentra en forma 
cloruros. 

del medio. 
iOn cobalto, 

de nitratos 6 

El cobalto es un factor importante para la formaciOn de 
vitamina B-12 y su adiciOn al medio.de cultivo respetando 
concentraciOn y tiempo de adiciOn, Tavorece que su producciOn 
se incremente bajo determinadas condiciones de fermentaciOn. 
Por tal motivo se estudio, el efecto que tiene dichc 
precursor sobre la producciOn de ~ste metabolito al variar 
concentrac10n y tiempo de adiciOn en el medio de 
fermentac16n. 

Las concentraciones de cobalto con las cuales se trabajaron 
<10, 20 y 30 ppm> fueron seleccionados en base a lo que 
reporta la bibliografla para las Propionibacterias <Tabla 
_){VII_J, concentraciones promedio que muestran ser mAs 
frecuentes. 

Los tiempos de adiciOn empleados +ueron a los 3 primeros dlas 
de +ermentaciOn (24, 46 y 72 hJ debido a las caracterlsticas 
mismas de la producci~n, ya que se emplea para la formación 
del cobaltocorrinoide, a pesar de no conocer su mecanismo de 
incorporacibn. La razbn por la cual se decidiO adicionar el 
precursor a las 24 h se hizo con el fin de que 
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TABL¡>. XVII, CONCENTRACIONE!: DE COllAL TO EMPLEADO, EN PROCCSOS. 

SAL 

CeCF 
2 

·CeCI 
2 

CeCI 
2 

ceso • 7H o 
" 2 

+2 
Ce 

CoCJ 
2 

Ce(NO 1 
s 2 

SC::ll de 
cobalto 

CcCl .6H O 
2 2 

• 

CoCI , 6H O 
2 2 

• 

coso . 7H o 
" 2 

10 

FERMENTATIVOS .. PARA LA PRODUCCION; DE VlTArllNA 
B-:-;'.J 2 ;·_ ,-' ~. .,-.;. , ·<:-~. -.- ·: ::-·.-.,- -- --.- :-··- · ·-;.~_: -

·";; ... >."·.'', -- :-'-::':}' ;·- .,__) 

so 

10 

13 

20 

5 a 2~ 

10 

" 100 

". 5 

~.o 

·s. o 

10 

12 

e... sb=man.Li 

e~ 5.hec.manll Kramli <l964ij'. 
e... iansenfi 

EL "'1l=ma.A.i.i 

e.: 5.h1<c.ma.n.i.i Vorob'eva (1964) 

e... 5.hi<!Ollla.O..i.i Zodrow (1936 b) 

EL Sbi<J:llla.O..i.l Bull~rman (1966 aJ 

E~ s.hec.m~o.li Bu 1 lerm~n < 1966 b) 

~~ L.r:..e.ud~n~~.i.J:..h.:Li De Vries C1973l 
e... p.e.oiC25.a.5.!<1.1I:l 

Propionibacterias Florer.t C1979J 

EL sbi=r.ma.n.i.i NO)'O::S (1969) 
EL Íl:..5' !.J.~~L~.i.i:.h.i.i 

EL sber:mao.ii • 
~ ír.=~tli;hl.i 

EL .sb.er.m.an.i.i 
EL ÍL~J.J..d1:.llc.=.i.i:.hJ...i 

e... .s.b.ei:.m.an.i.i " 
~ í.c~!..1.den~iJ:h.i.i 

E~ sher.m:.n.i.i 
E:L ír:.e.u.de.o.r.=.i:;b.i.i 
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el microorganismo utilizara ~l cobalto proporcionado por Jos 
mismos constituyentes del medio de fermentaciOn asl como de 
la formac10n del tetrapirrol para que al momento de adicionar 
el cobalto este Tuera utilizado para la iormaciOn del 
cobaltocorrinoide. 

Estos experimentos se planearon en base a un 
factorial 2A2 con un punto central, cuyos factores a 
concentraciOn y tiempo de ad!ciOn del cobalto, 
relacionados de la siguiente manera: 

TIEMPO DE ADICION DE CONCENTRACION DE 
COBALTO ( h) COBALTO <ppml 

10 20 30 

24 == == 
48 == 
72 == == 

diseÑo 
variar, 

quedan 

En estos experimentos el crecimiento fu~ cuantificado cada 24 
h y la producciOn de vitamina B-12 a las 96 1 120 y 144 h de 
fermentaciOn. 

El crecimiento del microorganismo fde muy semejante en los 5 
experimentos realizados, proporciOnando en promedio ~-2 9/l 
de biomasa. La producciOn de vitamina B-12 alcanzo mayores 
niveles cuando el cobalto iué adicionado a una concentraciOn 
de 10 ppm a las 24 h de fermentaci0n 1 producciOn que Tué 
disminuyendo poco a poco (de 4.9 a 3.8 mg/lJ en los 3 dltimos 
dlas de +·ermentaciOn. La producciOn en las 
otras 4 condiciones tienen un comportamiento muy semejante, 
pero sus niveles alcanzados son diTerentes entre slJ mientras 
que en las fermentaciones donde se adicionaron 20 y 30 ppm a 
las 48 y 24 h 1 respectivamente produjeron entre 2 a 4 mg/I 
del metabolito de inter~s. Para las iermentaciones donde se 
adicionaron JO y 30 ppm a las 72 h, las producciones fueron 
adn ~as bajas, en el orden de 1 a~ m9/l CTi9ura _38_). 

En todos los experimentos re?-1 izados, la producción 
especliica y la productividad guardan una similitud en 
comportamiento. Tanto el primero como el segundo parAmetro, 
van disminuyendo en funciOn del tiempo de adiciOn 1 

independientemente de la concentraciOn de cobalto adicionado. 
Se presentan mejores resultados cuando el precursor se aÑade 
a las 24 h de haber comenzado la fermentaci0n 1 600 a 900 
..).J.g/g de celula y 20 a 50 ~U.9/lh, para producciOn especlfica 
y productividad, respectivamente (figura _as_>. 

En general 1 la prc;iducci6n de vitamfna B-12 +ué mayor a 
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niveles bajos de los factores empleados y a las 96 h de 
fermentaciOn <figura _39_>, ya que al quinto dla disminuye EU 

slntesis, aparentemente sin alguna causa en especial a no ser 
de que se degrade de alguna forma O que el microorganismo la 
degrade por alguna causa desconocida ya que este efecto no se 
observa en el crecimiento. 

La mayor producciOn especlf ica de vitamina B-12 se obtuvo 
cuando el cobalto fué adicionado a las 24 h de iniciada la 
fermentaciOn, sin importar la concentraciOn de cobalto 
presente (JO O 30 ppm> en el medio de cultivo y a las 96 h de 
incubaciOn. La adiciOn de· cobalto a las 48 y/o 72 h baja la 
produciOn especifica Cf igura _40_> y si se continda la 
+ermentaciOn después de las 96 h, la ef icencia de la 
+ermentaciOn también disminuye. 

Al igual que los dos para.metros anteriores, la productividad 
es mayor cuando se trabaja con los niveles bajos de 
concentraciOn y tiempo de adiciOn de cobalto asl como el 
suspender la fermentaciOn a las 96 h ya que despu~s de este. 
tiempo, la productividad disminuye (figura _4l_)dando como 
resultado una pérdida de tiempo y un·aumento en el costo del 
proceso. 

Como conclusiOn 
proporcionaron 
concentracibn 
fermentaciOn. 

diremos que todos los 
mejores resultados 

y tiempo de adicibn de 

parAmetros determinados 
a niveles bajos de 
cobalto y a las 96 h de 

La producciOn y producciOn especifica cuantificadas a los 
tres dltimos dlas de.fermentaciOn <tabla _XVIII_> fueron 
?nalizados estadlsticamente <Anexo _3_) de acuerdo al diseÑo 
Tactorial propuesto. Las ecuaciones as! obtenidas describen 
el comportamiento de dichas variables de respuesta en cada 
uno de los tiempos en que fueron descritos <Tabla _XIX_>, ver 
anexo _3_J. 

El comportamiento encontrado para la producciOn de vitamina 
B-12 fu~ diferente dependiendo del dla en que fu~ 
cuantificado. La producciOn de este metabolito a las 96 h de 
feremntaciOn dependiO de la concentraciOn y tiempo de adición 
de cobalto. La teoria del ascenso rdpido .(establece 
estrategias experimentales para optimi%ar Box 1978> indico 
que se deben disminuir ambos factores para poder incrementar 
la producciOn de vitamina B-12. La ecuaciOn obtenf-da en este 
caso pronostica una m~xima producciOn de S.5 mg/1 de· este 
metabolito (figura _42_>, <ver anexo _3_> al disminuir la 
concentraciOn de esos factores. 

A las 96 h la producciOn especifica solo depende del tiempo 
de adiciOn del precursor, y éste debe ser disminuido hasta su 
limite inferior, pronosticando un mAximo de 1070 )J.g de B-
12/g de células (figura _43_>, <ver anexo _3_>. · 

A las 120 h de fermentaciOn tanto ·la producciOn como la 
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adiciono 20 mg/1 de cobalto a las 48 h de 
fermentaciOn. Vitamina B-12 analizada a las'96, 
120 y 144 h de fermentaciOn Ctiempos 4, ~ y 6 
respectivamente>. 

-95-



= ..... 
A B Sil ., ~ i 50 !!: 

14 1D t. 
l8r4X> de 

40 C> "' ::l., -Cl· 
í3 30 ~ 
2: 

~ 
:s; :: 

20 & 

~ 
"'° 24 7248 =4 ,,;¡ :30 20 

'• g O GI '• • o .. 

'" " o 111 '• " o 111 
16 " o .. '• .. o .. 

"'° 20 30 24 48 72 

COBAlJO ADICIONADO (rng/l) TlEIVIPO DE ADICON DE COBAL10 
(hrs) 

FIGURA 41. GrAf ica que Relaciona la P~oducttvtdad de 
Vitamina B-12 vs A = Cobalto CppmJ adicionado 
y B = Tiempo Ch> de adictOn de Cobalto y C • Dla 
de cuantiftcaciOn de vitamina B-12 cuando fueren 
adicionados 20 mg/l de cobalto a Jas 40 h de 
fermentacton. Vitamina B-12 analizada a las 96, 
120 y 144 h de fermentaciOn <tiempos 4, ~ y 6 
respectivamente>. 

-96-



"' ~ ' A B ~ 
ID 

~ 

50 !!: .s:::. 
14 t15 '• 

~ tilirTfXl de 

40 en " 

-~ ..3 
Cl· 30 ;3 
> 

~ 
~ 

s;; ::: 
20 (J 

~ 
1:) 24 7248 ::;; 'O :30 20 

f4 .. o "' 14 .. o .. 

'" " o lll '• " o lll '• " o "' '• A O & 

1:) 20 30 24 48 72 

COBAlJO ADICIONADO (mg/O TIEMPO DE ADICON DE COBALlO 
(hrs) 
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TABLA XVIII. RESULTADOS OBTENIDOS EN LA FERMENTACION DONDE FUE 
ADICIONADO EL COBALTO COMO PRECURSOR DE VITAMINA 
B-12 EMPLEANDO UN DISEÑO FACTORIAL 2A2 CON UN 
PUNTO CENTRAL. 

e 
o 
N 

·C 
E 
T 
R 
A 
e 
:r 
o 
N 

D 
E 

e 
o 
B 
A 
L 
T 
o 

A 
D 
:r 
e 
:r 
o 
N 
A 
D 
o 

Cppml 

10 

20 

30 

10 

20 

30 

10 

20 

30 

PRODUCCION DE 
VITAMINA B-12 C_.ug/11 

PRODUCCION ESPECIFICA 
DE VITAMINA B-12 1,ug/9 cell 

T-IEMPO 

24 

D E 

48 

ADICION 

72 

D E 

24 

COBALTO 

48 72 

4988.67 

4791. 11 

4498.67 

3999.33 

4295.01 

4680.67 

2345.89 

2716.00 

3397.00 

4237.09 

3495.33 

2720.67 

3738.00 

3840.67 

2310.00 

2006.67 

2772.00 

2416.67. 

2963.33 

2730. 00 

2674.00 

2440. 67 

1110. 67 

1451.33 

1008.00 

1292.67 

2109.33 

1582. 00 

1642. 67 

1638.00 

949.81 

883.93 

888.74 

813.83 

789.14 

89!5.23 

483.36 

539.10 

711.14 

667.41 

532.48 

7!55.82 

791.36 

456.35 

392. 63, 

511. 55 

479.40 

596.31 

510.52 

646.45 

586.86 

227.73 

278.23 

214.82 

268.91 

410.92 

308.23 

329.07 

325.13 

NOTA: Cada bloque representa 1-cs resultados obtenidos a las 96, 
120 y 144 h, respectivamente. 
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. TABLA l:IX. 

TIEMPO DE 
CUANTIFICACION 

CDIASJ 

ECUACIONES ESTIMADAS FARA FRODUCCION Y PRODUCCION 
ESPECIFICA ·-riE VITAMINA B-12 A LOS TRES ULTIMO$ 
DIAS -· DE FERMENTACION AL EMPLEAR Ü~J DISEÑO 
FACTORIAL 2'2 CON UN PUNTO CENTRAL. 

PRODUCCION.DE 
VITAMitlA B-1Z 

( .l-'911) 

PRODUCCION ESPECIFICA 
DE· VITAMINA B-1Z 

C µ9/9 de c:el) 

--------~---------------------------~--------~--------------------

4o.· \'=752. 06~162.397T 

r"'2 = 0.961 

50 .. 

HS6.S6CT + 79.BSCT 

r""2 = 0.967 r""2 = 0.971 

60. Y=2602.24-SS9.96T Y=4Só. 27-140. 63T 

r-""2 =.Q.81 .r":Z = 0.85 
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FIGURA 42. GrA.fica de contorno, ·concentraciOn de Cobalto 
<m9/l) adicionado vs Tiempo <h> de adiciOn de 
Cobalto en la Produccton de Vitamina B-12 
cuantiTicado a las 96 h de Ferment.aciOn. (o·> a 

zona de exploraciOn O de expertmentaciOnl lineas 
contlnuas = comportamiento lineal de la vitamina 
B-12 dentro de la zona de explcraciOnl lineas 
dtgcontlnuas = producciOn de vitamina B-12 fuera 

de la zona explorada¡ <o> = datos experimentales¡ 
<UC> = unidades codificadas. La etuaciOn 
encontrada que gobierna este comportamiento es: 
~ 

Y ~ 3666.3114 - 232.6392~ C - 933.606 T. 

Donde Y a producclOn estimada de vitamina B-12. 
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F7GURA 43. Grafica de contorno que r~lacicna la PrcducciOn 
Especifica de Vitamina B-12 ·vs Tiempo (hJ de 
Ad1c10n de Cobalto a laS 96 h de Ferr1ientaciOn. 
Produc:ciO_n independiente de la concentraciOn de 
cobalto adicionado. Co> = PrcducciOn estimada en 
base a la ecuaciOn: 

Y = 7~2.06183 162.39764 T. Dende Y = 
producciOn especifica de vitamina B-12 estimada. 
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produccibn espectitca dependen de la concentraciOn, tiempo de 
adici~n y d~ la interacciOn de ambos factores, por lo tanto 
la predicciOn de dichas variables de respuestas presentan un 
comportamiento parabOlico seÑalando· que si se desea· 
incrementar ambos parAmetros, tambi~n se deben disminuir la 
concentraciOn y tiempo de adiciOn del cobalto para obtener 
cantidades m~ximas de 7 mg de B-12/l y aproximadamente 1200 
.).L9 de B-12/g de célula (figuras _44_ y _4~->, <ver anexo 
_3_). 

La ~ermentaciOn a las 144 h mostrO que la producciOn y 
producciOn especifica dependieran solo del tiempo de adiciOn 
del precursor empleado. TeOricamente disminuir a su ~aximo 
este factor darla como resultado una prodUcCton y producciOn 
especifica m~ximas de 4.3 mg de B-12/l y 760 ,µ.g de B-12/9 
de c&lula, respectivamente <Figura _46_ y _47_>, <ver anexo 
_3_1. 
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FIGURA 44. ·GrA~ica de contorno, CcnceritraciOn de Cobalto 
Cm9/l) adicionado vs Tiempo Ch> de ·adiciOn de 
Cobalto en la ProducciOn de Vitamina B-12 .a las 
120 h de FermentaciOn. <o> e zona de exploraciOn 
O de experimentaciOnl lineas continuas a 

comportamiento parabOlico de la producciOn de la 
vitamina B-12 dentro y Tuera 4e l~ %Dna de 
exploracion; <o> ~ datos experimentales¡ <UCJ ª 
unidades codificadas. La e_c:uaciOn que gobierna a 
este comportamiento es: 

Y o 2321.6904 - 521.090375 C - 1146.06207 T + 
456.557125 CT. 

Donde Y = producciOn estimada de vitamina B-12. 
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FIGURA 45. GrAfica de contorno, ConcentraciOn de Cobalto 
(mg/1) adicionado vs Tiempo ChJ de adiciOn de 
Cobalto en la ProducciOn Especlf ica de Vitamina 
B-12 a las 120 h de FermentaciOn. CoJ = zona de 
exploraciOn O de experimentaciOnl 1 tneas 
continuas a comportamiento parabOlico de la 
vitamina B-12 dentro y +uera de la zona de 
exploraciOn J Ce> = datos experimentalesJ CLIC> = 
unidades codificadas. La ecuaciOn que gobierna a 
este comportamiento es:. 

Y = 454.6127 - 85.5951 C - 214.5637 T + 79.8817 
CT. 

Donde Y = producciOn especlf ica estimada de 
vi lamina B-12. 
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FIGURA 46.· GrA.-fica de contorno que relaciona la PrcducciOn 
de Vitamina B-1·2 vs Tiempo <h> de adiciOn de 
Cobalto a las 144 h de Fermentacibn. Produccibn_ 
independiente de la concentraciOn de cobalto 
adicionado. <o> = datos experimentales¡ (o) a 

p~oducciOn estimada en base a la ecuaclOn: 
A A 

Y = 2602.236 - 859.9617 T • Donde Y = producciOn 
estimada de vitamina B-12. 
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FIGURA 47. GrAfica de contorno que relaciona la ProducciOn 
Especlf ica de Vitamina B-12 vs Tiempo Ch> de 
adiciOn de Cobalto a· las 144 h d~ FermentaciOn. 
PrcducciOn· independiente de la concentraciOn de 
cobalto adicionado. <o> = datos experimentales; 
Ce> m pro~ucciOn estimada en base a la ecuactOn: 

A A 

Y a 486.2673 - 140.6319 T • Donde Y ~ producciOn 
especifica estimada de vitamina B-12. 
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Vi!!, FERMENTACIONES A BASE DE CITRATO DE SODIO COMO FUENTE 
.DE CARBONO. 

En Virtud de que el consumo de cltrico contenido en el medio 
de fermentacion a base de •juso cocido de limOn• <JCLJ no fué 
muy claro, se planearon experimentos empleando medios de 
~ermentaciOn a base de citrato de sodio con el fln de 
corroborar el comportamiento real ·de E.&..sh.etman.i..i. ATCC 13673 
frente al consumo de esta ~uente de carbono. 

La preparaciOn del inoculo no fué posible obtenerlo de un 
medio de cultivo constituido por citrato de sodio ya que el 
microorganismo no pudo crecer en él. Por lo tanto, éstos 
exper'tmentos tuvieron que partir de inocules crecidos en un 
medio a base de jugo cocido de limOn, bajo las mismas 
condiciones utilizadas en los anteriores experimentos. 

Los medios de fermentaciOn que a continuaciOn se enlistan, 
fueron inocul~dos a una densidad Optica CD.O.) de 1.0. 

Medios de Fer·mentacibn: 

Constituyentes del medio 
CCantidades por litro> 

Glucosa 

Citrato de sodio 

Ni trogeno CACM> 

Cloruro de cobalto 

3. 15 '3 

5,0 ppm 

Medio 

A B e 

+ 

+ + 

+ + + 

+ + + 

NOTA: Las cantidades de glucosa y de citrato son equivalentes 
a las cantidades de az~cares reductores disponibles y de 
c!trico, respectivamente en el medio de 3CL CSantana 1993). 

Los resultados a los que se llegaron CTi9ura _46~> muestra un 
crecimiento muy similar en los medios -de fermentacibn 
empleados, con una produccibn m~xima de biomasa de 3.15 a 
3.25 g/l entre las SO y 100 h de fermentacibn para los medios 
A y B, y de 2.5 a 2.9 9/l entre las 72 y 100 h de la misma en 
el medio c. En éste dltimo medio, el crecimiento presentado 
Tué ligeramente menor al observado en las otras dos 
fermentaciones. Sin embargo entre los medios B y e, las 
velocidades espec!iicas de crecimiento a las a primeras horas 
de iniciada la fermentación es practicamente la misma y 
menores al presentado en el medio A, mostrando que después de 
ese tiempo, las velocidades espec!ficas de crecimiento son 
practicamente iguales en los tres ·medios utilizados, 
disminuyendo posteriormente poco a poco conforme avanzaba la 
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FIGURA 4S. Curva, CcncentraciOn vs Tiempo en 
Fermentaciones de 130 ml de Medio/Matraz de 250 
ml en Medios de Cultivo a base de Citrato de 
Sodio como Fuente de Carbono con E..... sbprmanii 
ATCC 13673. <o> = crecimiento en el medio ·A, 
<o> = crecimiento en el medio B y e > 
crecimiento en el medio C. ( > a consumo de 
cltrico en el medio B y C > = consumo de 
cltrico en el medio c. 
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fermentaciOn (figura _49_). 

Aparentemente el factor in1portante, en el crecimier1to de E..&. 
~er.m.a.n.l..i es e-1 ACM, O mejor dicho, algUn<osJ 
constituyente(sJ del mismo; ya que el crecimiento durante 
toda la fermentacion, en los tres medios presento el mismo 
comporte.miento como si solamente estuviera. alimentado 
basicamente por ~ste constituyente del medio. 

A pesar de que aparentemente el crecimiento es el mismo, el 
microorganismo en el medio A presenta a las primeras S h de 
iniciada la fermentaciOn una velocidad especifica mayor 
co.112s hA-1> a Jas encontradas e1l los otros dos medios 
C0.0766 y 0.0662 hA-1 1 respectivamente>. Esta difereJlcia 
po~ftlemente se deba a que el cltrico presente en éstos dos 
~!timos medios ejerza alg~n efecto negativo sobre la 
utilizaciOn del a.cido lActico proporcionado por el ACM; ya 
que es 1 a primera fuente de carbono que utiliza el 
microorganismo. 

Se ha comprobado, en experimentos separados (realizados por 
otras personas del mismo laboratorio> que esas altas 
velocidades especJficas de crecimiento e- 0.11 a 0.15 hA-1) 
se obtienen también cuando P sherman.ii_ crece en un medio a 
base de lactato de sodio y extracto de levadura. 

Después de las S h de fermentaciOnJ en el medio C el 
crecimiento del microor9anismo es menor en comparaciOn al 
crecimiento que presenta er1 el medio EJ se9uramente porque en 
este dltimo el efecto inhibitorio del cltrico sobre el ACM es 
amorti9ua.Co por· la presencia de 9lucosa en el medio de 
cultivo, independientemente de la ai:;or·taciOn que haga esta 
O.ltima par·a el crecimiento de e .... .she.r:.m.an.i..i. Porque si no 
fuera ast, el microor9anismo en.el medio C presentarla una 
curva de cr-ecimiento con producc:iOn de biornasa similares a 
los otros dos medios de cultivo. 

EJ comportamiento oscilante del Acido cttrico apoya mAs a la 
suposiciOn de que e.a_ sher:.mani.i solo esta creciendo con ayuda 
del ACM , ya que ~ste no presenta un cor1sumc gradual si no 
tambi~n una cierta producciOn del mismo Acido. Dicho 
comportamiento es muy semejante al encontradc en 
ferMEintaciones a base de J"CL bajo las rnismaS condiciones dE: 
fermentaciOn. Esto puede deberse a que la cantidad producida 
de Acido cltrico se oxide a alfa-ceto9lutarato tal y como se 
encentro en extractos 1 ibres de c~lulas de E.... pentp5ar:e11m 
<Delwiche 1953)¡ y no necesariamente porque el microorganismo 
lo esté ·consumiendo. 

Tanto Ja producción de bioma.sa como las velocidade-s 
especJficas de crecimiento encontradas en estos experimentes 
son muy semejantes a lc.s obtenidas en fermentaciones a base 
de 3CL. 
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Velocidades Especificas de Crecimiento de e.... 
5hermanti ATCC 13673 en la FermentaciOn de lSO 
ml de Medio/Matraz de 250 ml en Medios de 
Cultivo a base de Citrato de Sodio como Fuente 
de Carbono. 
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Vlv. PRODUCCION DE VITAMINA B-12 EN UN MEDIO A BASE DE 
GLUCOSA. 

En virtud de ne poder incrementar mAs de 3.8 y 7.0 mg/1 la 
producciOn de vitamina B-12 al adicionar glicina y cobalto, 
Cen experimentos por separado> a un medio a base de jugo 
cocido de limOn y de haber- comprobado que el Acido c1trico 
presente en dicho medio de ~ermentaciOn no es utilizado por 
e.cca.lanibactertJ.UD ~hPrmrinii ATCC 13673, se planearon una 
serie de experimentos, con el f ln de encontrar los 
precursores y/O sustancias que incrementen la producciOn de 
vitamina B-12 1 empleando al mismo microorganismo en un medio 
a base de glucosa como ~uente de carbono y bajo las mismas 
condiciones de fermentaciOn hasta ahora utilizadas. 

Esta serte de experimentos se realizaron a base de glucosa ya 
que es la fuente de carbono convencionalmente empleada a 
nivel industrial para la producciOn de ésta vitamina. AdemAs, 
actualmente se tiene un proyecto a· nivel laboratorio con 
fines de escalamiento para la producciOn de vitamina B-12, 
empleando un medio de fermentaciOn a base de 9lucosa como 
fuente de carbono. Dicho proyecto es un desarrollo 
tecnolOgico entre la UNAM y un grupo de Industriales 
interesados. 

Los experimentos en esta secciOn fueron realizados con un 
mismo lote de agua de cocimiento de maiz. El motivo por el 
cual se procediO a hacer esta consideraciOn fu~: _primero por 
tratarse de una máteria prima muy compleja qUe ha dado 
bastantes prob.lemas en cuanto a reproducibi 1 idad en la 
producciOn de vitamina B-12 en experimentos realizados por 
otras personas del mismo proyecto y segundo, por tratarse de 
estudios de optimizaciOn donde se requiere controlar dicha 
fuente de variaciOn, ya que estos estudios asl lo requieren. 

Todo cambio que se pretenda hacer en un medio de 
fermentaciOn, debe ser comparado con un experimento el cual 
se ha mantenido como base de comparaciOn y al cual se desee 
mejorar para que proporcione resultados a~n mAs 
satisfactorios. Por tal raz6n, todos los resultados aqul 
presentados se compararAn contra un medio base. 

Viva. FERMENTACION CONTROL 

Es importante seÑalar que en todas las fermentaciones a base 
de glucosa como fuente de carbone, el pH Tu~ ajustado 
alrededor de 7.0 aproximadamente cada 12 horas, ya que este 
parAmetro es importante para obtener un crecimiento adecuado 
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del micrcorganismo. Se ha reportado en la bibliografla CAkira 
Nanba et al. 1983> que el crecimiento de Erpni11gnibacteriwn 
sbe.c.man.1.~ es inhibido por sus productos principales, ~cido 
acético y Acido propiOnico principalmente en sus formas no 
ionizadas, por lo que es recomendable ajustar el pH. 

La fermentaciOn fu~ llevada a cabo a una sola etapa de 
aeraciOn, empleando 130 ml y 150 ml de volumen de 
trabajo/matraz de 250 ml. El crecimiento fu~ cuantificado 
durante toda la fermentaciOn y la producciOn de vitamina B-
12 en los 3 ~ltimos dlas de la misma. Los resultados se 
muestran en la figura _50_ J el crecimiento de e.._ 5hprmanií a 
los dos niveles de aer.a.ciOn se comportan de igual forma, 
produciendose ligeramente mayor biomasa C6.6 a 6.9 9/l) en la 
fermentaciOn de mayor aeraciOn (130/250) en comparaciOn a la 
biomasa producida C6.0 a 6.6 9/lJ en la TermentaciOn de menor 
aeraciOn C150/250J; comportamiento l09ico ya que al tener 
mayor oxigeno disuelto en el medio, el microorganismo utiliza 
mAs eficientemente los sustratos para producir sus 
constituyentes celulares. Las velocidades especlTicas de 
crecimiento Ch-!) , son muy semejantes para los dos niveles 
de aeraciOn, alcanzando su m~xma velocidad en las primeras 
horas de fermentaciOn y disminuyendo hasta las 49 h cuando 
entran a la fase estacionaria (figura _51_). 

La diferencia entre la producciOn, producciOn especifica y 
productividad obtenidas en ambas condiciones de aeracion, son 
peque~as por lo que se pueden considerar que ocasionan el 
mismo efecto sobre estos parAmetros Ctabla _XX_J. Asi mismo 
se puede observar que el pH se ajusto cada 12 h para que la 
acidez del medio rio modificara sustancialmente el crecimiento 
del microorganismo. 

Vlvb. DISEÑO EXPERIMENTAL PLACKETT- BURHAN 

Este tipo de diseÑc reduce el tiempo de experimentación y 
aporta informaciOn para efectuar predicciones del 
comportamiento del sistema. Este método consiste en realizar 
una serie de tr~t~rnientos que tiene como base una matrlz 
diseÑada mediante an~lisis combinatorio y algebraico de una 
serie de n~meros. Estos tratamientos se selecciona en base al 
·nomero de variables que se van a evaluar; en este caso se 
trata de una matri2 de 7 variables <tabla _XXI_J. 

Para esta primera fase de la optimizacibn, dicho diseÑo 
permite evaluar el efecto que tienen los factores sobre las 
variables de respuesta: crecimiento, producción y producción 
espec!Tica de vitamina E-12; para seleccionar aquel O 
aquellos factores que presentan efecto significativo. 

Los parAmetros y 
hicieron en base a 
con anterioridad. 

niveles seleccionados Ctabla. _XXI_) se 
la biblicgrafla y/o a resultados obtenidos 
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FIGURA 50. GrAfica que Muestra la FermentaciOn de 130 ml de· 
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de 150 ml de Medio/Matraz de 2~0- ml <B> en un 
Medio a base de Glucosa con e.a. shprmant1 ATCC 
13673. 
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FERMENTACION CONTROL 

. µ '.-(h~l) 

FERHENTACION PLACKETT-BURMl\N 
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Velocidades Especlf icas de Crecimiento Prom~dio 
(hA-1J de e..._ 5berman1i ASTCC 13673 en 
Fermentaciones del Dise~o Experimental Plackett
Burman <O, OJ y Experimenta Control < J.. o, 
Fermentaciones en 130 ml de Medio/Matraz de 2~0 
ml y O Fermentaciones en 150 ml de Medie/Matraz 
de 250 ml. 
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TABLA xx. RESULTADOS EN EL EXPERIMENTO CONTROL EMPLEANDO GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO. 

CRECIMIENTO PRODUCCION 
VOLUMEN (g/1) (µgB12/l) 
DE MEDIO* 130 150 130 150 

TIEMPO h 

96 6.80 6.55 4267.67 3917.67 

120 6.38 6.42 4313°:33 4062.33 

143 6.89 6.64 3950.00 3775.33 

*Volumen de medio contenidos en matraces de 250 ml. 

PRODUCCION ESPECIFICA 
(µgB 1/9cel l 

130 150 

659.60 629.8B 

65B.66 667. ºº 
601.82 598.18 

PRODUCTIVIDAD 
(µgB¡/lh) 

130 150 

44.46 · 40. RI 

35.94 33.85 

27.62 26.40 



TABLA XXI. MATRIZ DE TRATAMIENTOS EN EL DISEÑO EXPERIMENTAL 
PLACf:ETT - 13URMAN. 'e , > ., ' ,·; 

TRATAMIENTO 

1 B 

2 8 

3 8 

4 q 

5 

6 

7 

s 

+ =Nivel alto. 
=Nivel be.jo. 

VARIABLES: 

8 

q 

4 

q 

A 13 . 

+ B + 

+ e _ _+_,--

+. q 

B + 

+ q ~ 

- q -
- B + 

- q -

>C j¡ : :·:~:' ~: G 

+ 130 -
:_-+ 150 + 

+ 150 + 

+ + 150 + 

+ + + 130 -

+ .. + ___ "t'. 150 + 

+ + + 1:30 -
130 -

A = Conc:entrac:iOn de 91 icinci C4 C-> y a C+J mM> adicionado al 
tiempo' cero de la·fermentaciOn. 

B = Concentrac:iOn de cobalto C4 C-1 y S C+> ppml 
al tiempo cero de la fermentac:iOn. 

adicionado 

C = Conc:entrac:iOn de 1 1 4-Diethy1 1 2 1 4 1 6-trimet11ylpiridine-3 1 5-
dicarboxylate CDDCJ, prese1)le C+J y ausente<-> adicionado 
al cuarto d!ci de iniciada la .ferrnentac:ibn. 

D =Dummy <temperatura constante, 29 @C>. 

E= Prcpanol-cianuradc fl mM de KCN>, presente C+> y ausente 
e-> adicionado al cuarto dla de iniciada la fermentacibn. 

F Tween-so a una conc:entrac:iOn de o.s g/1 1 presente C+J y 
ausente (-) adicionado al cuarto dla de iniciada la 
fermentaciOn. 

G = Vclllmen de medio de traba.jo C130 Y 150 ML> cOntenidos en 
matra= de 250 ml. 
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Les precursores para .t~atar de incrementar la prcducciOn de 
vitamina B-12 empleados· en esta parte del trabajo 
experimental fueron: la glicina, el cobalto y el 1,~-Diethyl-
2,q,6-trimethyJpyridine-3,S-dicarboxilate (DDC). Para los dos 
primeros ya se mencionaron algunas de sus caracterlsticas. 

Debido a que las Termentaciones se llevaron a cabo en una 
sola fase de aeraciOn (iase aerObica>, 130 O 150 ml/matraz de 
250 mi (ml de medio de fermentaciOn/matr~z de 250 mi>,· se 
decidiO emplear al precursor •nnc•, sustancia que se ha 
encontrado que induce Ja iormaciOn de succinil-CoA sintetasa 
incrementando la formaciOn de la d-Aminolevilinato (Labbe 
1965>. Este efecto fué probado en ratones de 30 g de peso a 
Jos que se administro 10 mg de la sustancia, encontrando un 
incremento del precursor d-Aminolevulinatc en el hlgado. 
AdemAs esta sustancia inhibe la quelaciOn in vivo del fierro 
por la protoporfirina CGanick 1963), metal que puede desviar 
la slntesis de la vitamina B-12 a la producciOn de otras 
porfirinas al impedir la TormaciOn del cobaltocorrinoide. 

La cantidad adicionada de DDC en cada medio fu~ de 5 mgll, 
considerando que la masa celular al tiempo de aÑadirlo era 
equivalente a la cantidad empleada en los ratones <Labbe et 
al. 196SJ. El tiempo en que se adiciono este precursor fu~ a 
las 96 h de iniciada la fermentaciOn, ya que al ser un 
activador de la slntesis del Acido d-Aminolevullnico como el 
allyliscprapylacetamida CLabbe 1965 1 Harvey 1966) 1 

posiblemente este sea también inhibido por carbohidratos 
CHarvey !966, Tschudy 1964>. A ese tiempo de TermentaciOn los 
azdcares presentes ya han sido consumidos por completo en el 
medio de fermentación CSantana 1983). 

Se emplearon los surfactantes, propanol-cianurado y t~'een 60 
con el f!n de permeabilizar la membrana, para que de esta 
-forma permita la excresiOn de Ja vitamina B-12 al caldo de· 
TermentaciOn; · evitando qU.e al momento de llegar a ser 
incrementada no inhiba su propia slntesis y permita aumentar 
mAs su producciOn. 

La adición de los surfactantes iué realizada a las 96 h de 
iniciada la fermentación, debido a que en este tiempo ya hay 
considerable cantidad de vitamina B-12 asl como un 
crecimiento adecuado del microorganismo. 

El propano! se adiciono combinado con cianuro <KCN 1 mM>, 
cantidad que segón reportes, en e.a_ shermanfj no causa 
inhibición en el transporte de electrones de la cadena 
respiratoria CPritchard 1980}. AdemAs se ha reportado que el 
cianuro adicionado en Terma iOnica O como un complejo 
(Terricianuro) incrementa la producciOn de vitamina E-12 en 
Streptomices. 

La finalidad de adicionar el cianuro junto con el propano!, 
es Tormar la cianocobalamina a partir de la c"oenzima B-12; 
-forma estable fuera de la célula. 
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El tween 80 se adiciono a una concenlraciOn de 0.5 g/l· 
cantidad promedio para iavorecer el crecimiento de 
~-s.he.c.m.a.n.ll CAkira Na.nba 19S3J CO.J _9/l de ll<1een SO> y el 
utilizado para incrementar la. producciOn de vitamina B-12 
CYongsmfth, 1983) Cl.O 9/l de tween SOJ. 

En estos medios de iermentaciOn el crecimiento del 
microorganismo se determino durante el curso de la 
fermentaciOn, ajustando el pH aproximadamente cada 12 h y 
cuantificando la vitamina B-12 en los dltimos 3 dlas de la 
fermentaciOn Cfiguras_52A_ y _52B_J. 

El crecimiento del microorganismo es el mismo en los 8 
fermentaciones realizadas, con la dnica diferencia de que la 
producciOn de biomasa estuvo en el orden de 10 a 11 gil para 
las fermentaciones con 150 mi de volumen de trabajo y de 11 a 
12 g/l en 130 ml.de volumen de trabajo. Las velocidades 
especificas de crecimiento (h-1> fueron muy similares en 
los 8 diferentes tratamientos, presentando su mAxima 
velocidad especlf ica en las primeras 12 h y disminuyendo 
paulatinamente hasta las 62 h pira despu~s entrar a la fase 
estacionaria. La acidificaciOn del medio se presento durante 
las primeras 90 h en todos los medios ajustados a un pH 
alrededor de 7.0. 

EJ comportamiento en términos generales es el mismo, lo cual 
hace pensar que los sustratos fueron aparentemente empleados 
de iguQJ forma sin importar los factores adicionados en cada 
uno de los medios. 

La producciOn de vitamina B-12 presenta comportamientos 
diferentes: permanece constante <tratamientos El y E2) su 
producciOn es de alrededor de 6.5 a 6.B mg/l, muestra cierto 
incremento de las 96 a las 144 h en los tratamientos E2, ES, 
E7 y ES en el orden de 7.5 a 8.5 1 7.0 a 8.0, 7.0 a B.2 y de 
6.? a 8.3 m911·, respectivamente; y el ·de aumentar manteniendo 
constante su producciOn 5.5 a 7.0 mgll, figuras_52A_ y _52B_J 
hasta el fin de Ja Termentacibn. 

Al comparar la produccibn, producciOn especlfica y 
productividad; se observa que las dos primeras se comportan 
de manera semejante mientras que la tercera siempre tiende a 
disminuir. Al comparar la producciOn con la producciOn 
especJfica de vitamina B-12 se corrobora una vez mAs que la 
producciOn va a la par con el crecimiento del microor9anismo, 
quizA hasta cierto punto bajo las condiciones hasta ahora 
utilizadas (figuras _53A_ y _53B_J. Este comportamiento ya ha 
sido reportado <Perlman 1978J y se tomar~ en cuenta hasta que 
otros experimentos indiquen lo contrario. En cuanto a la 
productividad es lOgico que muestre esta disminuciOn, ya que 
la producciOn no muestra incrementos tan grandes en los tres 
dltimos dlas de la fermentaciOn que ayuden a que este 
parAmetro se mantenga constante ya que. la productividad, como 
se sabe se obtiene al dividir la producciOn alcanzada entre 
las horas en que ha transcurido la fermentaciOn. 
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FIGURA 52A. Gra+Jca que Muestra los Experimentos El al E4 
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Fermentaciones a base ·de Glucosa con e.._ 
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D~ los· e tratamientos realizados, el que aporto los mejores 
resultados en los dltimos tres dlas de la fermentaciOn fu~ el 
tratamiento 2, cuyo medio estA constituido por 32.B 9/l de 
glucosa, 3.1~ gil de nitrOgeno (proporcionado por el agua de 
cocimiento de maiz>, e.o m9/l de cloruro de cobalto, e.o mM 
de glicina en ausencia de los tensoactivos empleados y a· un 
volumen de 150 ml/matraz de 2~0 ml (tabla_XXII_>, el 
tratamiento que aporto el resultado mAs peque~o fu~ el 6. 

El parAmetro •produccibn de vitamina B-12• como el m~s 

importante para evaluar el efecto de los factores empleados 
en las fermentaciones, ya que es el mAs indicativo para decir 
que medio de fermentaciOn proporciona mejores resultados ya 
que no estA siendo afectado por ningdn otro parAmetro más que 
por el medio y las condiciones de fermentaciOn a diferencia 
de la produccion especliica y productividad que estAn 
directamente relacionadas al crecimiento y al tiempo de 
fermentaciOn, respectivamente. 

Analizando estadlsticamente los resultados, se encuentra que 
nin9dn factor de los empleados presentan efecto significativo 
<tabla_XXIII_>, <ver anexo_4_> sobre nuestro parAmetro 
principal •producc!On• en ninguno de los 3 dias en que se 
evaluO ~sta; sin embargo la concentraciOn del DDC y del 
propanol presentaron eTecto negativo en los dos dltimos dlas 
de la fermentaciOn. 

En la producciOn especJ.of!ca, los factores concentraciOn de 
cobalto a las 100 h y volumen de medio a las 100 y 145 h 
presentaron eiecto significativo de una manera positiva y el 
factor propanol-cianurado a las 145 h efecto significativo 
pero de iorma ne9ativa sobre la variable de respuesta. Lo 
cual indica nuevamente que es importante·el tiempo en que se 
evaluen cada uno de los par~metro que se deseen determinar. 
En cuanto al crecimiento de e... shermanfi, los iactores 
temperatura y propanol-cianurado a las 122 h de fermetaciOn 
causan un eiecto negativo al igual que el factor volumen a 
las 100, 122 y 145 h de realizada la fermentaci6n, efecto que 
es muy importante tanto en crecimiento como en producciOn ya 
que el nivel de oxlgeno disuelto en el medio es muy 
importante en el desarrollo del metabolismo del 
microorgánismo. 

Como se puede observar, el eiecto que presenta el factor 
volumen sobre la producciOn especifica de vitamina B-12 es a 
consecuencia del efecto que tiene sobre el crecimiento del 
microorganismo <tabla _XXIV_>, <ver anexo _4_J. 
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TABIA ·XXII. RESULTADOS EN EL DISENO EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN EMPLEANDO GLUC~SA 

COMO FUENTE DE CARBONO. 

C RE e I M I E N TO p R ODUCC:t O N p ROOUC C ION PRODUCTIVIDAD 
E S P E C I F I C A 

( g I 1 ) (µgB12/1) (µgB12/g ce1) (µ9912 / lh) 

100 122 145 100 122 145 100 122 145 100 122 145 

11.133 11.054 1 o. 608 6745.667 6818.000 6692.000 636.124 649.147 664.089 67.45 55.89 46.15 

1 o. 568 11.304 10.413 7532.000 8204,000 8498.000 749.252 762. 445 859.0735 75.32 67.25 58.61 

·10. 790 10.353. 10.275 6976.667 7296.333 8064.000 679.491 741.034 827. 273 69.76 59.81 55.61 

10. 625 9. 726 10.451 7186.667 6806.333 7528.222 709.822 744.312 774. 274 71.86 55.79 51. 92 

11 • 533 11. 359 11.404 6785.333 7378.000 7287.000 615.139 681.047 670. 040 67.85 60.48 50.26 

10.491 1o.688 10.892 6395.66.7 6395.667 6547.333 642.021 629.344 636. 700 63.95 52.42 45.15 

11. 318 12.156 11. 942 7023. 333 7669.667 8215.667 649.415 659.842 722. 567 70.28 62.87 56.66 

11 • 553 11. 676 11. 760 6969.667 7426.207 8400.000 633.194 660.785 747. 575 69.69 60.87 57.93 

. 



TABLA XXIII.. SIGNIFICANCIA DE CADA FACTOR EN EL EXPERIMENTO PIJ\CKE'rl'-BURMAN 

F cai·· 

FACTO CRECIM:CENTO -.~p Ro D u e e I o N PRODUCCION ESPECIFICA 

1 
~ 

N 
·~ 

1 

TIEMPO (h) 100 

A 2.aa•10- 3 

B 7~21*10 ... 1 

C' 4.64*10- 1 

D 1.ss•10-2 

E 2.99*10- 1 

F s.00•10- 1 

G 14. 95** 
(-) 

* Significativo 

** Altamente Significativo 

(-) Efecto Negativo 

122 

1 .os•10- 1 

5~48*10- 3 

2.s0•10- 2 

12.07** 

13.03**. 
<~1 

2. 57 

32. 39** 
(-) 

145 

3.66 

9.61•10-:1' 

1.16*_10-~~-::. 

2.41 

1. 19 

f1. 83** 
(-)· 

100 122 145· 100 122 145 
_._.; __ , .. .. 

•,-. 
" :·. 

-2~oa:..1ó- 1 :: 4~37 5.21•10-2 5.01 •10- 1 1.47 1;85 

2.25 _5-:so•10-.i. 6.98* ~ .• 14•10- 1 1.83 
co.-0-',,.---'_-

1. 71 --;_ .. ,-- ----~.:-~/s-~'9a• _1-1.25•: 2.37 2.17 3;83 
(-) H 

1.06 .- 22.88** 61.31** 2-.66 1.10 16.06** 
(-) ,(-) (-) 

4.30 1.30•10-2 1.10 7._10•10- 1 

3.10•10- 1 7.77•10- 1 4.30•10- 3 14.18* 3.89 0.20• 

~a:· ~.os,. 1,a = s.38 

¡:;a .. = 0.011 1,B =11.26 



TABLA XXIV. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL DISE~O EXPERIMENTAL PLACKETT-BURMAN CON LOS 

RESULTADOS DEL EXPERIMENTO CONTROL. 

•o 
C R E C I M I E N T D p RO D U C e I O N P R O D u ce I O N 

E S P E C I F I C 1" 

(h) 100 122 145 100 122 145 100 122 145 

12.83** .13.66** 7.88** 6. 02** 10.50** 9.99** 0.30 0.20 1.45 

2 11.20•• 14.43** 7.48** 7 .BO** 16.02** 16.36** 3.67* 2.00 5.85** 

3 11.84** 11.49** 7.20** 6. 54** 12.40** 14.83** 1. 22 1.57 5.13** 

1 4 11.37** 9.54** 7. 56'** 7. 02** 10.44** 12.94** 2.29 1.64 3.93* 
~ 

N 

"' 1 
5 13.98** 14.60*'* 9. 52** 6. 11 ** 12.&2** 12. 09** 1. 04 0.37 1. 58 

6 10.98'** 12.52** 8.46*'* 5.22** 8.80** 9.48** 0.10 0.67 0.83 

7 13.36** 11.01•• 10.62** 6. 65** 13.89** 15.36** 0.13 0.06 2.77 

8 14.03** 15.59** 10.25** 6.52** 12.91** 16.02** o.41 0.04 3.33 

• Significativo' •o Ct O.OS; 1,8 3.60 

** A1tamente Significativo •o a 0.01; 1, 8 = 4.81 



Vive. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL DISEÑO PLACKETT
BURMAN CON RESPECTO AL CONTROL, 

Haciendo uso del m~todo de Dunnet CGill 1 J.L. 1978> se 
compararon los resultados obtenidos en el diseÑo Plackett
Burman <tabla _XXII_) con respecto.a los encontrados en el 
tratamiento control Ctabla _XX_>. Como se puede observar, los 
diTerentes medios de TermentaciOn probados tuvieron eTecto 
sobre el crecimiento de e.._ s.b.e.cmani..i. y sobre la producciOn de 
vitamina B-12 en los tres d!as en que se hizo la 
cuantiTicaciOn <tabla _XXIV_>, (ver anexo _5_>, mientras que 
en producciOn espec!Tica de vitamina B-12, los medios 2, 3 y 
4 Tueron los que presentaron e+ectc significativo a las 100 y 
14~ h para el primero y a las 14~ h para los otros dos medios 
de TermentaciOn. 

Como se puede observar, tanto el crecimiento como la 
producciOn de vitamina B-12 en el diseÑo Plackett-Burman 
Tueron mayores a los obtenidos con el tratamiento control, 
posiblemente como una consecuencia de comenzar con inOculos 
mayores (figura -~1-> O porque de alguna Terma alg~n 
constituyente del medio que no contenla el medio control 
ocasionaron mejores resultados. Resultados que en un 
principio diTicultO poder seÑalar el mejor medio productor de 
vitamina B-12 si nos basAramos solamente en este parAmetro; 
sin embargo, otro par~metrc del cual podemos hacer uso, es la 
producciOn especlTica de esta vitamina, la cual como se sabe 
se obtiene al dividir Ja producciOn de este metabolito entre 
el crecimiento del microor9anisrno alcanzado. De esta Terma se 
cuenta en este caso con un mejor patrOn de ccmparaciOn y por 
consiguiente se puede seleccionar el O Jos mejores medios de 
producciOn que realmente proporcionan los mayores resultados 
sin tener la duda de si el inoculo estA o no afectando 
nuestros.resultados. 

Tomando en cuenta le anterior, se encuentra que solo los 
tratamientos 2, 3 y 4 presentan efecto significativo sobre la 
producciOn especifica, de los cuales se puede descartar el 
tercer medio y tomar en cuenta aquellos que Tueron altamente 
signiTicativos. Los tratarnientos 2 y 3 tienen como 
caracterlstica el llevarse a cabo a un volumen de 150 ml de 
medio de fermentaciOn sin importar la presencia de tween 80 
y de propano-cianurado, tener presente en el medio nivel alto 
O bajo de cobalto y de DDC ademAs de tener como 
caracterlstica com~n el nivel alto de glicina en el -medio. 
Tal parece que de todos estos factores, el de mayor 
importancia es la glicina a su nivel alto en los dos 
tratamientos de mayor si9nificancia <tabla _XXIV_>, <ver 
anexo _5_>. 
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Vivd, COMPARACION DEL FACTOR GLICINA CON LOS DEMAS FACTORES 
FRENTE A LAS VARIABLES DE RESPUESTA; 

Glicina vs nivel de oxlgeno disuelto. 

El efecto que tiene la glicina· en combinaciOn con el oxlgeno 
.disuelto sobre el crecimiento a un tiempo dado, parece ser 

importante ya que al cuarto dla de fermentaciOn le es mAs 
Tavorable un volumen de 130 rnl de volumen de trabajo sin 
importar si tiene un nivel alto o bajo de glicina¡ mientras 
que a un volumen de 1~0 ml de medio a un nivel bajo de 
glicina le es desfavorable. Al quinto dla de fermentac10n al 
cambiar de un nivel bajo a un nivel alto de glicina, el 
crecimiento se ve favorecido cuando la fermentaciOn se 
realiza a un nivel de 1~0 ml y lo desfavorece a un nivel de 
130 ml de medio de cultivo, produciendose una clara 
interacc!On entre estos dos factores. Al sexto dla de 
fermentaciOn, se observa un efecto diferente al cambiar de un 
nivel bajo a un nivel alto tanto de glicina como de volumen 
de medio, ocasionando que el crecimiento del microorganismo 
disminuya siendo mAs notorio a los niveles altos de ambos 
factores, por lo que presentan un efecto sinérgico <Tigura 
-~4A_J. El comportamiento del crecimiento en base a estos dos 
+actores depende mucho del tiempo de cuanti+icaciOn, 
posiblemente debido a la interacciOn de algunos metabolitos 
que se producen durante la ferrnentaciOn ya que se trata de un 
sistema biolOgico. 

En producciOn de vitamina B-12, estos mismos factores, 
glicina y volumen de medio presentan interacciOn en los tres 
dltimos dlas de fermentaciOn, siendo m~s favorable un nivel 
alto de glicina y de volumen de medio al cuarto y quinto dla 

.de fermentaciOn y una combinaciOn ya sea de nivel.es altos O 
niveles bajos de ambos factores al sexto dla del proceso 
!~i9ura -~4A_l. 

En producciOn especifica, también presentan interacciOn estos 
mismos factores a los tres dltimos dlas de fermentaci0n 1 
siendo ~as favorable niveles altos tanto de glicina como de 
volumen de medio y alcanzando mejores resultados al sexto dla 
de la fermentaciOn (figura -~4A_J. 

Glicina VS DDC. 

El crecimiento de p.shermanii es el mismo al cuarto dla de 
fermentación cuando adn no se ha adicionado el DDC. Al quinto 
y sexto dla de +ermentaciOn, los +actores glicina y DDC 
muestran interacciOn, presentandose mejor crecimiento en 
ausencia de DDC y nivel alto de glicina al quinto dla, 
mientras que al sexto dla el crecimiento se ve iavorecido 
cuando la glicina se encuentra a su nivel bajo y no iniluye 
en el crecimiento cuando la glicina se encuentra a su nivel 
alto Cfigura _549_). 
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CRECIMIENTO (g//) 

4º 5" 6º 
-13 

12 
11 
10 

---~..!::. ~ 
•-¡¡¡¡_1 (-) -... • • ·- VtJl {-) 

·- Gly(-) ........ ,Gly(+l --- -- . - e ......... • ~ _. Vol (+) ...... .. 
Gly(-) ... .. • Vol{+) Gly(-) Vol(+) 

PRODUCCION (pg/I} 

1-9 
8 
7 
6 

._ 
-.. Vol(+ l.. ·-

Vol(+) 

8' 
Gly..ra ~ 

Vol(+) 

::>?. Gly(~ :::< I=--. • -· • 
~ Gly(-) Vol(-) Gly(-l Vol(-) Gly (-) 

Vol{-) 

PROOUCCION ESPEOFICA (JJgB12/gcel) 

900 

2 800 

~ ~ ~ 700 
Vol(+ ... 

·---& -e -e -= 600 Gly (-) Vol(-) Gly(-) Vol (-) 
Vol(-) 

+ + + + + + 

Glicina Volumen Gliciro Volumen Glicina Volumen 

FIGURA 54. GráTicas que Muestran el ETecto e Interacción de 
los Factores: 54A Glicin·a-Volumen de Medio de 
FermentaciOn, 54B Glicina-DDC, 54C Glicina-Tween 
so, 54D Glicina-Propano! CN y 54E Glicina
Cobalto Sobre el Crecimiento de e... ~h~rm~nfi 
ATCC 13673, ProducciOn y Produccibn Especlf ica 
de Vitamina B-12 a los Tres Ultimas Dlas de 
FermentaciOn. 
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FIGU'lJI 54 B 
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En producciOn de vitamina B-12, la glicina a su nivel alto la 
favorece ya sea en ausencia O en presencia del DDC 1 siendo 
mAs notorio en ausencia de este dltimo factor y afectandolo 
mAs cuando la glicina se encuentra a su nivel bajo (figura 
-~qB_>. 

En producciOn especlf ica de vitamina B-12 1 esta se ve 
T.avorecida cuando la glicina se encuentra a su nivel alto y 
en ausencia de DDC 1 mientras que a bajo nivel de glicina, el 
DDC presenta un efecto con pendiente negativa (figura _54B_J. 

Glicina vs Tween so. 

El tween SO y la glicina presentan un efecto sinérgico; es 
decir, tanto los niveles bajos como los altos de glicina, el 
crecimiento de ~e..c.m.a.n..i..i. disminuye en presencia de tween 
eo; presentandose al quinto dla mayor cracimiento del 
microorganismo en ausencia del surTactante y a nivel alto de 
glicina, mientras que al sexto dla de TermentaciOn a nivel 
bajo de glicina y en ausencia de tween SO el crecimiento 
ligeramente es mayor, manteniendose constante a los niveles 
altos de los -factores sin importar que el nivel del precursor 
cambie (figura_54C_J. 

En producciOn de vitamina B-12, los -factores tween SO y 
glicina presentan interacciOn, asl como un incremento de este 
metabolito tanto en presencia como en ausencia del 
surfactante, siendo mayor el incremento cuando el tween SO no 
esta presente en el medio a lo largo de los dltimos tres dlas 
de fermentaciOn <figura _54C_>. 

·Tween SO y glicina presentan tambi~n interacciOn en la 
producciOn especlTica de vitamina B-121 mostrando un 
considerable incremento al pasar del nivel bajo al alto de 
glicina cuando no estA presente el tween 80 en el transcurso 
de los dltimos tres dlas de TermentaciOn, manteniendose 
prActtcamente constante este parAmetro a los niveles altos de 
los dos factores sin importar que cualquiera de les de~ v~r1c 
(figura _54C_J. 

Glicina vs Propanol-cianurado. 

Los factores glicina y propanol-cianurado presentan 
fnteracciOn sobre el crecimiento microniano. A niveles altos 
de glicina, al cambiar de ausencia a presencia de este 
surfactante se incrementa el crecimiento; mientras que a 
niveles bajos de glicina sucede lo contrario (-figura _5qn_>, 
comportamiento un tanto raro ya que se esperarla que 
sucediera alrev~s. 

Estas mismas variabies presentan un comportamiento casi 
sin~rgico al quinto ·dla y completamente sin~rgico al sexto 
dla de la TermentaciOn, sobre la producciOn de vitamina B-12; 
presentando mejores resultados cuando hay ausencia de 
propanol-cianurado sin importar el nivel de glicina que tenga 
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FIGURA 54 C 
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el medio de TermentaciOn (figura _54D_l. 

La glicina y el propanol-cianurado presentan interacciOn 
sobre Ja producciOn especliica de vitamina B-12. En ausen~ia 
del surTactante se observa un incremento de dicha variable de 
respuesta al cambiar del nivel bajo al nivel alto de glicina 
y presentando una disminuciOn de dicho parAmetro al nivel 
alto de glicina cuando se adiciona propanol-cianurado al 
medio de iermentaciOn Ciigura _54D_). 

Glicina vs Cobalto. 

La glicina y el cobalto muestran interacciOn sobre el 
crecimiento de ~hermantt. Al cuarto y sexto dla de 
Termentac.iOn la variaciOn de cualquiera de estos dos -factores 
casi no modifica el crecimiento; pero al quinto dla los 
niveles altos de ambos precursores se v~ reflejado en un 
mayor crecimiento del microorgani.smo (-figura _54E_). 

Niveles altos tanto de cobalto como de glicina proporcionan 
mayor producciOn de vitamina B-12 en los tres ~!timos dlas de 
la TermentaciOn (figura _54E_). 

A pesar de que Ja mayor producciOn especlf ica de vitamina B-
12 se encuentra a los niveles altos de glicina y cobalto, su 
incremento al pasar de un nivel bajo a uno alto de cualquiera 
de los dos iactores manteniendo a uno de ellos a su nivel 
alto ·no es tan notorio como lo es cuando cualquiera de las 
dos variables se mantiene a su nivel bajo al variar el otro 
iactor C+igura _54E_>. 

Con· esto. cor.roboramos realmente que en el nivel alto de 
glicina junto con el nivel alto de cobalto y a un volumen de 
J~O mi de medio de TerrnentaciOn predominan los mejores 
resultados de los par~metros determinados en este bloque de 
experimentos. 

Vive. DISEÑO FACTORIAL 2A3. 

En base a los resultados obtenidos en el diseÑo experimental 
Plackett-Burman, los cuales indicaron que el -factor glicina a 
una concentraciOn de a mM <nivel alto> Tué la dnica sustancia 
que pudo intervenir de alguna forma al incremento de la 
producciOn de vitamina B-12. 

El medio de fermentaciOn del cual se partiO en este diseÑo 
del experimento, estuvo constituido por: 32.8 g/1 de glucosa, 
3.15 gil de nitrogeno (proporcionado por el agua de 
cocimiento de maiz>, B.O ppm de cloruro de cobalto, e.o mM de 
glicina y las Termentaciones se llevaron a cabo en volOmenes 
de 1~0 ml de volumen de trabajo contenidos en matraces de 250 
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rnl. 

En virtud de que el objetivo principal en este trabajo es el 
de seguir incrementando la producciOn de vitamina B-12, se 
planteo un diseÑo experimental tipo iactorial 2A3; donde se 
manejaron dos concentraciones iniciales Cnivel bajo y nivel 
a~toJ de de cada uno· de los iactores glucosa, nitrOgeno ~ 
glicina, concentraciones propuestas en base a las utilizadas 
en el experimento 2 del anterior diseÑo experimental, en la 
cual se obtuvieron los mejores resultados. La matriz de 
tratamientos se muestra en la tabla _XXV_. 

El crecimiento del microorganismo fu~ cuantificado durante el 
curso de las fermentaciones determinando y ajustando el pH 
cada 12 h durante el transcurso de la misma. 

En las fermentaciones donde la 9lucosa estuvo a su nivel 
alto, el crecimiento del microorganismo fu~ mayor de 12 a 13 
9/l (experimentos 1 al 4> a las 72 h de haber iniciado la 
fermentaciOn (figura _55A_ y _55B_> con unas velocidades 
especificas de crecimiento (hA-1) que Tueron disminu~endo 
paulatinamente hasta ese tiempo (figuras _56A_ y _56B_>, a 
partir del cual comienza la fase estacionaria. 

En las fermentaciones donde la glucosa estuvo en su nivel 
bajo, el crecimiento fu~ de 10 a 11 g/l <experimentos 5 al S> 
a las 4B h de haber comenzado la fermentaciOn, presentando un 
comportamiento algo diferente al que se observo en los· 
experimentos 1 al 4 ya que la velocidad especlf ica de 
crecimiento (h~l) una vez que fu~ disminuyendo poco a poco 
llega a su fase estacionaria a partir de las 48 h 
(figuras _56A_ y _56B_>. 

En los experimentos 1 y 2 el pH se cont~olO hasta el fin de 
la fermentaciOn ya que este fu~ disminuyendo durante toda la 
fermentaciOn indicando que hasta ese tiempo todavla habla 
suficiente fuente de carbono en el medio¡ hecho que no se 
presenta en los experimentos 3 y 4 donde el pH se mantiene 
constante a partir de las 96 h de la fermentaciOn. Estos dos 
diferentes comportamientos no pueden deberse a la glucosa 
presente en el medio ya que los cuatro tratamientos tienen la 
misma cantidad lo que hace pensar que puede deberse a la 

·concentraciOn de nitr09eno O de 9licina en cada uno de loS 
medios de fermentaciOn. 

En Los experimentos 5 y 6 a partir 
mantiene prActicamente constante 
experimentos 7 y e entre las 72 y 96 
alcalinizandose posteriormente. 

de las 72 h, el pH se 
mientras que en los 

h se mantiene constante 

En las e fermentaciones real izadas, las velocidades 
especlficas de crecimiento (h~1) fueron muy similares durante 
las primeras 48 h de haber iniciado la fermentaciOn, momento 
en que entraron en fase estacionaria aquellos microor~anismos 
cuyos medios de cultivo contenian baja concentraciOn de 
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TABLA XXV. 

TRATAMIENTO 

l 

2 

3 

q 

s 

6 

7 

e 

- ' .. 

MATRIZ.DE TRATAMIENTOS EN-EL DISEfiO ·_-FACTORIAL 
2"3. 

·A 

q3.0 
- 1 +) -

q3.0 
I+) 

q3.o 
(+) 

43.0 
( +) 

23.0 
1 - ) 

23.0 
1 - ) 

23.0 
1 - ) 

23.0 
1 - ) 

•> - . '->> ,,-
>>:-_;··.º 

4.15 
1 +)' 

4. 15 
l+l 

2.15 
1-) 

2.15 
( - ) 

'1.15 
l+l 

'1.15 
( +) 

2.15 
1-l 

2.15 
1-) 

12.0 
1.,:) 

"·º (-') 

12.0 
I+) 

"·º ,_, 
12.0 

1 +) 

. q. o 
e-> 

12.0 
( +) 

"·º ( - ) 

CONCENTRACIONES O NIVELES DE CADA FACTOR EN ESTE DISEÑO: 

FACTOR 

_A 

B 

c 

+ = Nivel alto. 
= fl.ffvel bajo. 

NIVEL ORH?INAL 

33.0 9/l 

3. 15 gil 

e.o mM 

UNIDADES_DE VARIACION 

10 9/l 

l 9/1 

4 mM 

El Cloruro de cobalto se mantuvo a una concen.trac:iOn de. 6 pprn 
y el pH entre 6.5 - 7.S. 
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FIGURA 56A. 

DIS!:'?o rAC70RIAL 23 A WO NIVD.. 
DC Gl.lCINA 

" (h-1) 

lW<FO o D A + (h) , 
' ' 8 

0-13 0.1342 O.ll!!O O.l:!St 0.11106 
13-36 0.0532 0.011811 0.0!>28 0.0481.1 
36-1.17 o.on2 ~.0212 o.ons 0~0202 
117-60 0.02119 0.0262 
60-71 0.011¡0 0,016S ----
117-71 0.0079 
117-94 O,D041t 
71-911 0.00]7 0.0023 
71-11¡1¡ 0.0003 --.:.-
9'+-1'"' c.ooco2 0.0017 0.00003 

20 40 60 80 100 120 140 

Tiempo (h) 

Velocidades Especificas de Crecimiento de e... 
shpcmanii ATCC 13673 en Fermentaciones de 150 ml 
de Medio/Matraz de 250 ml empleando un DiseÑo 
Factorial 2A3 en un Medio a base de Glucosa como 
Fuente de Carbono. Experimentos 2, 4, 6 y S. 
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FIGURA 56B. Velocidades Especlf icas de Crecimiento de e.... 
shecmanti ATCC 13673 en Fermentaciones de !SO ml 
de Medio/Matraz de 250 ml Empleando un DiseÑo 
Factorial 2A3 en un Medio a base de Glucosa como 
Fuente de Carbono. Experimentos 1, 3, 5 y 7. 
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glucosa y ·24 h despues aquel Jos microorganismos cuyos medios 
contentan el nivel alto de. glucosa (figura· _56A_ y _!56B_J. 

De los experimentos realizados en este diseÑo factorial 
<tabla _XXVI_J solo uno de los tratamientos proporciono los 
mejores resultados: 9.83 mg/l en pr·oducciOn, 66.27-,.M.g/lh en 
producctlvldad >' 790.:59 )J.9/9 de ct>lufa en prcducc!On 
especlfica¡ incrementes que representan el 15, 14 y el O % 
respectivamente con respecto a los resultados obtenidos en el 
experimento 2 del diseÑo experimental Plackett-Burman. Dicho 
medio de fermentaciOn estuvo constituido por: 43.0 g/l de 
glucosa, 2.15 9/l de .nitrógeno, 4.0 mM de glicina y e.o ppm 
de cloruro de cobalto <tabla _XV_J. 

Los demas resultados obtenidos haciendo uso de este 
factorial estuvieron en el rango de los obtenidos 
diseÑo Plackett-Burman. 

diseÑo 
en el 

El anAlisis estadlstico de les resultados Ctabla _XXVII_>, 
<ver anexo _6_J indicaron que tanto la glucosa· como el 
nitrOgeno <proporcionado por el agua de cocimiento de maizJ 
presentaron efecto altamente significativo, as! como la 
interacciOn de ambos factores Cfigura _57_> sobre el 
crecimiento del microorganismo. Dicho efecto claramente se 
observa en los resultados de la tabla _XXVII_. Cuando la 
glucosa y el nitrOgeno se encuentran a su alta concentración 
independientemente de la concentraciOn de glicina 
<experimento 1 y 2>, los crecimientos son mayores a los 
presentados en los exper_imentos 3 y 4 donde a pesar de que la 
concentraciOn de la glucosa ~s alta ~1 nitrOgeno se encuentra 
a.su nivel bajo. Lo mismo sucede cuando se tiene en el medio 
de cultivo bajo nivel de glucosa y alto nivel de nitrOgeno , 
el crecimiento es mayor en los experimentos 5 y 6 en 
compararaciOn ar presentado· en los experimentes 7 y a donde 
las concentraciones de ambos factores se encuentran a· sus 
niveles bajos. Dicho comportamiento parece indicar que el 
agua de cocimiento de maiz ademAs de proporcionar nitrOgeno 
aportan algdn otro factor que favorecen el crecimiento del 
microorganismo, sustancias tales como pantotenato y/o 
biotinaJ los cuales han sido demostradas a ser buenos 
factores de crecimiento en las Pripionibacterias -<Delwich 
19~9) 1 ya que no se le puede ~esponsabilizar a los 
aminoAcidos que pudieran estar libres en el medio ya que se 
ha encontrado que aunque las propionibacterias crecen en 
presencia de ellos no son escenciales para su crecimiento 
<Wood 1939). 

GrAficamente Cf igura _57_) se muestra que niveles altos de 
glucosa y de nitrOgeno proporcionan un buen crecimiento, lo 
cual es lógico ya que al haber suficiente fuente de carbono y 
de nitrógeno en el medio; ademAs de los factores de 
crecimiento que le proporcione el agua de cocimiento de maiz, 
el microorganismo responder~ creciendo m~s dentro de niVeles 
que no sean inhibitorios. 
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TABLA XXVI. RESULTADOS EN EL DiSEftO FACTORIAL 2 3 EMPLEANDO GLUCOSA COMO FUENTE DE 

CARBONO 

CRECIMIENTO PRODUCCION PRODUCCION PRODUCTIVIDAD 
EXPERIMENTO ESPECIFICA 

(g/l) ,(µgB12/l) (µgB 12/gcel) (µ9912 / lh) 

13. 0121 8323.778 639.824 57.80 

2 12.8870 7868 .ooo 610.606. 54.64 

' 3 12,3390 8505.778 689.318 59.07 -... 
"' ' 4 12.4530 9831.111 790.592 68.27 

5 10.8570 7731.333 712.342 53.88 

6 10.8990 7770.888 714.082 53.96 

7 9.5920 6506.888 678.195 45.19 

8 9.7120 6983.333 719.278 48.49 

cuantificado ai 6° día de fermenta~iór~. 



TABLA XXVII. SIGNIF.ICANCIA .De< CADA FACTOR CES) EN EL· ; DISE;:¡o 
FACTORIAL: 2~3; 

'' :·, y Fe: a L.•.":: '·--, _,-,·~.--- .. -.· __ ,-=:_,~: -,e --- ' - -

-~ ~- ~-~; 

- - - - - - ---- - ----- _-';:=_-;...-.;.·~-~~ _·.:.~·--- :..'.~-.:~:0~·:.:·~ -~ -:~:~-~ ~ ~;~'~-~:--: :.:_ ~-~ ----~ --- ------
--~!_:·_:,' •• '· ..• ,_, _ _ '-.';:_'..-."-"'<:-: ... ;," ,. -- - , .. - ' - ---

·.· ..•. :cREci~t~~,.ºª;··: ':: /'i.PRODÚce:iii~~T ···.:·. PRODUCCIO~ a·· FACTORCESÍ 
<'::"• .;:; .:•:L o:•:: ·e' . . :•DE•:VIX··~B.~12••. ·ESPECIFICA 

·DE VIT. B-12 

A 

B 

e 

AB 

·AC 

BC 

ABC 

** 5'!9.81 

** 75.12 

** 10.78 

a : por anélisis facto~i~l 2 .... 2, 

b por anali_sis factoria.J 2 .... 3, 

* Significativo. ** Altamente signi~fcativo • 
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** ,34.294 

0.02 

** 19.3'! 

0.139 

* 5.5 

2.02 

F 
l,20 

F 
1 J 20 

F 
1,16 

F 
1,16 

= ~-35, 

= e. 10, 

= 4.49, 

6.53, 

1.0 

* '!.59 

o< = o.os 

. o< = O.O! 

"' = o.os 

o(= 0.01 
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FIGURA S7. GrAfica que Muestra el Efecto de les Factores 
Glticosa y NitrOgeno (Agua de CocimmientD de 
Malz, ACM> al Varia! sus Niveles <-,+> Sobre el 
Crecimiento de~ 5hprmanii ATCC 13673 en la 
FermentaciOn de 1~0 ml de Medio/Matraz de 2~0· 
ml en un Medio a base de Glucosa. 1 = e+ecto de 
glucosa; 2 = efecto de ACMS 3 y 4 = interacciOn 
glucosa-ACM. G C-J = glucosa a su nivel bajo, G 
<+> = glucosa a su nivel alto¡ ACM <-> = ACM a su 
nivel bajo, ACM (+) = ACM a su nivel alto. 
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El anAlisis estadistico de los resultadas sobre la p1·oduc:~ibn 
de vitamina B-12 <t.abla _XXVII_), <ver .anexo _6_>, indican 
que existe efecto a"ltamente si9nifica.tivo por la glucosa, 
interacc16n entre glucosa y agua de cocimiento de maiz y 
efecto significativo entre la interac:ciOn de los factores 
agua de cocimiento de maiz y glicina (figura _58_). 

Analizando primero las producciones obtenidas a nivel alto de 
glucosa se encuentran que son mayores a las obtenidas cuando 
este mismo factor se encuentra a su baja concentraciOn 
(figura _58_>. Lo que hace penzar que al tener mayor cantidad 
de sustrato, ~ste vaya ademAs de formar material celular a la 
prcducclon de mayor cantidad de Acidos (ver ajuste de pH 
durante el crecimeinto del microor_ganismo, figura_!55_A y 
_55_BJ orgAnicos como el ac~tic:o y el propiOnico ocasionando 
de esta forma que se produsca mas vitamina B-12 1 ya que esta 
interviene como c:ofactor en la ruta biosintética de la 
producciOn de estos Acidos <ver figura._4_ correspondiente a 
la ruta metabOlica de las propionibacterias1. 

En la interacciOn entre la glucosa y el agua de cocimiento de 
maiz 1 vemos que a nivel alto de glucosa y bajo de nitrOgeno, 
los resultados son mayores a los encontrados cuando ambos 
factores se encuentran a sus niveles altos; presentandose lo 
contrario cuando los niveles de glucosa son bajos 
<tabla _XXV_); es decir, a nivel bajo de la fuente de 
carbono y alta de nitrOgeno, se obtienen mejores resultados a 
los obtenidos cuando ambos se encuentran a sus 
concentraciones bajas. En otras palabras, se puede decir que 
estando la glucosa a su nivel alto favorece la producciOn de 
la vitamina B-12 manteniendo en el medio de iermentaciOn 
nivel bajo de nitrOgeno.Lo contrario se encuentra cuando en 
el medio de cultivo el nivel· de glucosa es bajo ya que 
favorece la producciOn de esta vitamina manteniendo el nivel 
alto de nitr09eno. En estos dos casos los niveles de 
producciOn no son los mismos (figura _59_) 1 predominando el 
medio de cultivo·donde ·et nivel de glucosa y el de nitrOgeno 
son alto y bajo 1 respe-cti_vamente <tabla _X~VI_l. 

La interacc10n presentada por los factores agua de cocimiento 
de maiz y glicina sobre la producciOn de vitamina B-12 <tabla 
_XXVII_>, indica que no es recomendable el variar de un nivel 
bajo al nivel alto, la concentraciOn de cualquiera de.Jos dos 
factores si estos mismos se encuentran a sus niveles bajos ya 
~ue la producc:iOn de este meta.bolito disminuye {figura _59_1, 
hecho que no ocurre cuando estos mismos factores se 
encuentran a su nivel alto y se desea pasar de la 
concentraciOn baja a la concentraciOn alta ~e cualquiera de 
estos mismos factores <tabla _XXV_ y figura __ 59_>. · 

En producciOn especlfica de vitamina B-12 1 el agua de 
cocimiento de maiz. y de la interacciOn de agua de cocimiento 
de maiz y glucosa presentaron efecto significativo <tabla 
_XXVII_>. Cver anexo _6_) 1 seÑala que a nivel bajo de 
nitrbgeno (proporcionado por el agua de cocimiento de maiz) 
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los resultados son mejores que a alt~ cancenLraciOn de esle 
factor. Por otro lado, manteniendo el nivel bajo de amboE 
factor·es, este paré.metro se ve afectado al variar el nivel 
del otro factor conjugado como sucede a sus niveles altos de 
estos mismos factores cuando se cambia del nivel bajo al 
nivel alto de su -factor conjugado <figura _60_ y tabla 
_XXV_!. 

El an~lisis estadlstico de estos mismos resultados <anexo_6_ 
y _7_> proporciono un panorama mediante el cual se pudo 
determinar el comportamiento de cada uno de los factores 
sobre las variables de respuesta, as! como proponer otros 
.factores que permitieran incrementar los resultados. De dicho 
anAlisis estadlsticc se obtuvieron expresiones matem~ticas 

para cada una de las variables de respuesta y con ~lla su 
representacibn 9rATica, conocidas como •grAficas de 
conto.rno•. 

La primera gr~fica (figura _61_J, (ver anexo _7_) de este 
tipo, le corresponde al crecimiento microbiano, la cual 
indica que se deben de conjuntar las concentraciones de 
glucosa· y de n 1 trOgenc de tal forma que se obtenga el 
crecimiento deseado. Por ejemplo, si se desea un crecimiento 
de 11.0 9/l la concentraciOn de glucosa debe ser de 20.5 a 
33.0 g/I y el nitr09enc de 2.15 a 4.15 g/lJ. 

La siguiente grAfica (figura _62_>, Cver anexo _7_> seÑala de 
que forma estA siendo afectada o favorecida la producciOn de 
la vitamina B-12 por los factores glucosa y por la glicina a 
diTerentes concentraciones de nitrOgeno CACM>; ya que estos 
tres fatores presentaron efecto significativo, solos o por 
interacciOn sobre la producciOn de este metabolito. Los 
primeron dos factores se ven relacionados de forma lineal 
observAndose que cada vez va siendo mayor la producción de 
vitamina conforme la concentración de glucosa se incrementa a 
una determinada concentraciOn de glicina-y de nitrOgeno. A su 
vez, éste dltimo factor ocasinO que los niveles de producción 
disminuyan con el 1 nc:remento en su concentrac i On (-figura 
_62_), <ver anexo _7_J. En general las 9rAficas seÑalan que 
para incrementar la producciOn de este metabolito, la 
glucosa debe ser aumentada mientras que la· glicina y el 
nitrOgeno ser disminuidos. 

La grAfica de con~orno que corresponde a la producción 
especifica de vitamina B-12 <figura _63_>, Cver anexo _7_J 
fué afectada signiTicativamente por la fuente de carbono y de 
nitrOgeno, asl como de la interacciOn de ambas; relacionadas 
por un comportamiento hiperbOlico dentro de ciertas 
concentraciones. 
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FIG~RA 61. Gr~fica de contorno, ConcentraciOn de Glucosa 
<gil> vs ConcentraciOn de Agua de Cocimiento 
de Malz CACM, gil> en el Crecimiento Cg/lJ de 

e.... shermantt ATCC 13673. Zona rectangular= zona 
de exploraciOn. Lineas continuas = comportamiento 
del crecimiento. = resultados experimentales. 

UC = unidades codificadas. La ecuaciOn que 
gobierna este compor~amiento es: 
~ 

Y e 11.4689 + 1.2037 A + 0.445 B - o.1685 AB. 

Donde Y e crecimiento estimado de~ sbermanfi. 
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FIGURA 62. GrAfica de contorno, ConcentraciOn de Glucosa 
Cg/l) vs ConcentraciOn de glicina CmM> a 
diTerentes niveles de ACM Cg/l) en la 
ProducciOn de Vitamina B-12 <mg/l). Zona 
rectangular =zona de exploraciOnl lineas rectas = comportamiento de la variable de respuesta• 

= resultados experimentales ; UC m 

unidades codificadas. La ecuaciOn que gobierna 
a este comportamiento es: 

Y= 7940.1395 + 692.029 A - 16.6399 B - 173.1944 
C - 519.639 AB + 277.25 BC. 

Donde Y = producciOn estimada de vitamina B-12. 
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__/ PRODUCCION ESPECIFICA 
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FIGURA 63. GrAfica de contorno, ConcentraciOn de Glucosa 
Cg/l) vs ConcentraciOn de ACM (g/1) en· la 
Producc10n Especl~Jca de Vitamina B-12. Zona 
rectangular ~ zona de exploraciOnl lineas 
hiperbOlicas = comportamiento de esta variable 
de respuesta. = resultados experimentales. uc 
= unidades codificadas. La ecuaciOn que gobierna 
a este comportamiento es: 

Y a 694.2796 - 11.6947 A - 25.0664 B - 32.3073 
AB. 

Donde Y = producciOn especl+ica estimada de 
vitamina B-12. 
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VivT. COMPARACION 
-2•3 CON EL 
BURMAN. 

DE LOS RESULTADOS DEL DISEÑO 
MEJOR EXPERIMENTO DEL DISEÑO 

FACTORIAL 
PLACKETT--

Los resulta dos de este di seÑo -factorial al ser comparada. e.un 
el mejor resultado del anter·ior diseÑo experimental 
mediante e-1 uso del mé-todo de Dunnet (tabla _XXVIII_, (ver 
anexo _5_}, seÑa.10 que solamente el incremento en el 
crecimiento fu~ si9nif icativo, mientras que en la producciOtl 
el incremento obtenido en algunos de los medios de
fermentaciOn no iu~ significativo ( ni el obtenido en el 
experimento 4> ni mucho menos en producciOn especlf ica, donde 
fu~ aiectada debido al alto crecimiento alcanzado; y las 
producciones de vitamina B-12 que estuvieron en el rango 
alcanzado en el experimento del Plackett-Burman. El 
incremento de 1.3 m9/l de vitamina B-12 alcanzados en el 
experimento 4 del diseÑo factorial se consiguiO empleando 
10.0 gil m~s de glucosa, 1.0 gil menos de nitrOgeno y 4~0 mM 
de glicina; cantidades que se relacionaron de tal forma que 
permitiO ese incremento, pero que no fué significativo desde 
el punto de vista estadlstico. Sin embargo, si se viera desde 
el punto de vista econOmico se justiTicarla el aumento en el 
costo de producción por materia prima ya que con esto se 
aumenta en un 15 % m~s de vitamina B-12, cuyo precio es mAs 
elevado. 

Vlv9. EXPERIMENTOS PROPUESTOS POR LOS RESULTADOS OBTENIDOS 
EN EL DISEÑO FACTORIAL 2•3. 

Con el anAlisis anterior se obtuvieron expresiones 
matem~ttcas para cada uno de los parAmetros determinados. 
Como la principal variable de respuesta, en el pres-ente· 
estudio es· la producciOn de vitamina B-12i a partir de la
expresiOn matem~tica encontrada empleando los resultados de 
los anteriores experimentos, se calcularon las 
concentraciones de los componentes del medio <anexo _e_> con 
el fin de incrementar la producciOn de este metabolito. 

Los medios de 
compc:iciones se 
medio control. 
tiempo. 

fermentaciOn propuestos fueron 9, 
muestran en la tabla _XXIX_, al igual 
Las fermenta.cines se realizaron al 

cuyas 
que el 

mismo 

La determinaciOn del crecimiento del microorganismo asl como 
el ajuste del pH se realizo durante los 6 dlas que duro la 
fermentaciOn. El comportamiento del crecimiento de 
p 5hermpnti en los nueve medios de fermentaciOn, presento 
mayor biomasa en aquellos donde el nitrógeno proporcionado 
por el agua de cocimiento de maiz se mantuvo a una 
concentraciOn mayor <2.15 gil, en los experimentos Hl, M2 y 
M3; y disminuye en funciOn de ia concentraciOn de nitrOgeno 
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TABLA KXVIII.COMPARACION DE LOS RESULTADOS DEL DISE!lO FACTORIAL 2 3 CON LOS RESULTADOS DEL 

EXPERIMENTO CONTROL ( E2 DEL DISE!lO PLACKETT-BURMAN. ). 

TRATAMIENTO CRECIMIENTO 

1 (+) 11. 96 ** 

2 (+) 11. 46 ** 

3 (+) 9.25 ** 

4 (+) 9.71 ** 

5 ( +) 3.28 * 

6 (+) 3.45 * 

7 1. 82 

8 1. 33 

* Significativo 

** Altamente sigriificativo 

t 

PRODUCCION 

0.33 

1.19 

0.:01 

2.52 

1.45 

1.38 

(-) 3.77 * 

2.87 

to et· o.os, B,4 = 3.02 

t 0 "' 0.01, 8,4 = 4.17 

PRODUCCION ESPECIFICA 

(-) 4.46 * 

(-) s.os ** 

(-) 3.45 * 

1.39 

2.98 

2.95 

(-) 3. 68 * 

(...,) 2.84 
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TABLA XXIX. COMPOSICION DE ·LOS MEDIOS DE 'FERMENTACION PROPUESTOS EN BASE A LOS RESULTADOS 

OBTENIDOS EN EL DISEf:JO FACTOR.1'.AL 2
3

• 

CONSTITUYENTES 
GLUCOSA NITROGENO GLICINA coci.

2 DEL MEDIO (g/l)* 
(ACM) 

TRATAMIENTO 
(g/l) 

(g/l) 
(mM) (ppm) 

4a 2. 15 3.2 a.o 

2 53 2. 15 2.5 a.o 

3 5a 2 .15 1. 7 a.o 

4 4a 1.65 3.2 a.o 

5 53. 1.65 2.4 a.o 

6 . 5a 1. 65 1. 7 a.o 

7 4a 1.15. 3,2 a.o 

a 53 1.15 2.4 ·a.o 

9 5a 1.15 1.7 a.o 

CONTROL 43 2.15 ·. 4.0 a.o 
. 

·•A 1.0 l.itro con agu~ de 1a 1lave. 



(figura _64A_, _64B_ y _64C_> El crecimiento en todos los 
·medios propuestos e:s semejante al control <figur·a _64C_>. El 
pH en los medios de fermentaciOn se acidifico durante los 6 
d!as, debido lOgicamente a la alta concentraciOn de glucosa 
presente en ellos; sin embargo esa cantidad de fuente de 
carbono no se viO reflejado en la producción de biomasa, asl 
como tampoco se ve reflejado indirectamente en producciOn de 
vitamina B-12. Este efecto se debiO posiblemente a que los 
Acidos, ac~tico y propiOnico producidos inhibieton el 
crecimiento del microorganismo. Decimos que no se ve 
reflejado en producciOn de vitamina ya que ésta fu~ 
cuantificada en el paquete celular (como se indica en 
materiales y m~todos> que como se sabe la producciOn de este 
metabolito va en funciOn al crecimiento del mismo CFlorent 
and Ninent 1979). 

Las velocidades especificas de crecimiento Ch~lJ son muy 
semejantes a todos los medios <tomando en cuenta al control)¡ 
con la Onica salvedad de que entran en fase estacionaria en 
forma desfasada en bloques de tres, como si el agua de 
cocimiento de maiz estuviera rigiendo dicho comportamiento. 
Es decir, las tres primeras Termentaciones van muy a la par 
con el experimento control, entrando en Tase estacionaria 
alrededor de las 96 h de haber iniciado la ~ermentaciOn 
(figura _65A_>¡ mientras que las demAs entran alrededor de 
las 48 h (figura _65B_, _6SC_>. A pesar de que entran en fase 
estacionaria, esta nunca llega a tener una •u• mAxima cercana 
a cero, indicando una vez mAs que ~ste microorganismo 
presenta velocidades especificas de crecimiento que van 
disminuyendo conforme transcurre la fermentaci0n 1 

caracteristico al crecimiento que presentan los 
microorganismos que se encuentran en medios complejos <Wan9 
1979 1 Cooney 1981, Monod 1949 1 Stanier 1969). 

La vitamina B-12 Tué cuantificada a los: 2 dltimos dlas-de la 
TermentaciOn Ctabla _XXX_>. Los niveles de producciO.n al 
quinto dla del proceso TuerOn de 6.3 a 7.77 mg/1 1 siendo éste 
dltimo valor el mAs alto, y muy semejante al obtenido con el 
medio control <7.65 mgll>; mientras que los producidos al 
sexto dla de la misma, fueron del orden de 6.7 a B.77 mg/l, 
siendo esta dltimo, la producciOn mAs alta y semejante con la 
producida en el experimento control CS.43 m9/lJ. 

El medio que proporcione la producciOn m~s alta de vitamina 
B-12 Tu~ el tratamiento 3, el mismo que tuvo una 
productividad mAs alta C60.2 ~/lh> aunque su producciOn 
espec!Tica. C633.74 A9/9 de celulaJ no halla sido la mejor 
debido a que el crecimiento a este tiempo fu~ el m~s alto 
<13.85 g/lJ. Dicho medio estuvo constituido por 58.0 9/l de 
glucosa, 2.15 9/l de nitrOgeno, 1.7 mM de glicina y a.o ppm 
de cloruro de cobalto. 

Las predicciones hechas con los datos del anterior 
experimento se cumplieron- tanto para la glucosa como para la 
glicina; los cuales indicaban aumentar la concentración de la 
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FIGURA 64A. GrA~ica que Relaciona el Crecimiento de .e... 
5hermanií ATCC 13673, el pH durante todo _el 

.curso de la FermentaciOn y la ProducciOn de 
Vitamina B-12 a los 2 dltimos Dlas de la Misma 
en un Medie a base de Glucosa. Experimentos"del 
M1 al M4 Propuestos por los Resultados del 
Factorial 2""3. 
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FIGURA 64B. Gra+ica que Relaciona el Crecimiento de e.... 
shgrmanii ATCC 13673, el pH duranto todo ·el 
Curso de la FermentaciOn y la ProducciOn de 
Vitamina B-12 a los 2 dltimos Dlas de la Misma 
en un Medio a base de Glucosa. Experimentos del 
M5 al Me Propuestos por los Resultados del 
Factorial 2 ... 3. 
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FIGURA 64C. 
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GrA+ica que Relaciona el Crecim1anto de 
p.5hermanii ATCC 13673, el pH durante todo @l 
Curso de la FermentaciOn y la ProducciOn de 
Vitamina B-12 a Jos 2 di.timos Dlas de la Misma 
en un Medio a base de Glucosa. Experimento M9 
Propuesto por los Resultados del Factorial 2A3 y 
el Experimento Control. 
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FIGURA 65A. Velocidades EspeclTicas de Crecimiento (hA-lJ de 
p.5hermanff ATCC 13673 en Fermentaciones de 150 
ml de Medio/Matraz de 250 ml en un Medio a base 
de Glucosa Propuestos por los Resultados del 
Factorial 2A3. Experimentos Ml, M2, M3 y el 
Control. 
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FIGURA 6~B.- Velocidades Especl-ficas de Crecimiento Ch ... -1> de 
E.... 5hermanii ATCC 13673 en Fermentaciones de 1SO 
ml de Medio/Matraz de 250 ml en Medios a base de· 
Glucosa Prepuestos por las Resultados del 
Factorial 2 ... 3. Experimentos M4, MS, M6 y el 
Control. 
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FIGURA 65C. Velocidades Especlficas de Crecimiento (hA-1) de 
E..... 5hprmanjj ATCC 13673 en Fermentaciones de 1~0 
ml de Medio/Matraz de 250 ml en Medies a base de 
Glucosa Propuestos por los Resultados del 
Factorial 2A3. Experimentos M7, MB, M9 y el 
Control. 
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TABLA iOcX. RESULTADOS gE LOS EXPERIMENTOS PROPUESTOS POR EL ANALISIS ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS DEL DISEÑO 
FACTORIAL 2 EN UN MEDIO CON GLUCOSA COMO FUENTE DE CARBONO. • . 

CREC iMI ENTO PRODUCCION PRODUCCION ESPECIFICA PRODUCTIVIDAD 

TIEMPO (g/1) (µgB12ll) (µgB1219cel l (µgB12/lh) 
(H) 124 146 124 146 124 146 124 146 

TRATAMIENT 

1 10.98 11.89 6974.09 7688.33 635.24 646.46 56.25 52.66 

1 2 11.29 12.73 7096. 39 8152.67 628.44 640.68 57.23 55.84 ~ 

~ 

"' 3 13.29 13.85 7028.00 8777.35 528.82 633.74 56.68 60.12 1 

4 11.47 10.97 7772 .33 8306.67 677. 39 757.42 62.68 56.90 

5 11.35 11.94 7092. 78 8029.00 624.80 672.39 57.20 55.00 

6 11.19 12.19 7548.33 8402.33 674.38 689. 28 60.87 57.55 

7 8.81 9.52 6741.00 6921.33 764.98 726. 73 54.36 47.41 

8 8.61 9.15 6290.67 66137. 33 730. 96 730.70 50.73 45.80 

9 8.43 9.19 6673.33 7513. 33 791. 31 817.64 53.82 51.46 

CONTROL 11.35 11.78 7651.00 8425.67 673.92 715. 37 61. 70 57. 71 



primera y dismfnufr la concentraciOn del segundo factor. Asl 
mismo se mostrO que el nitrOgeno proporcionado por el agua de 
cocimiento de ~aiz a esta concentraciOn, fué el limite 
inferior para emplearse bajo las condiciones de fermentaciOn 
trabajadas, para alcanzar los incrementos que ya se mostraron 
anteriormente. 

Para las primeras 6 fermentaciones el incremento de vitamina 
obt~nida en este bloque de experimentos frente a la producida 
con el medio control no resulto ser significativo <empleando 
el método de Dunnet) e tabla _XXXI_>, <ver anexo _s_>; 
mientras que para los tratamientos 7, 8 y 9 el efecto 
presentado fu~ negativo. Lo cual indica que la concentraciOn 
de nitrOgeno O de otras sustancias proporcionadas por el agua 
de cocimiento de maiz tuvieron mucho que ver en estos 
resultados. 

En producciOn especifica de este metabolito, el efecto fué 
también negativo para los medios 3, 4, 7, e y 9¡ asl como 
para los crPcimientos en al9unos de los medios de 
fermentacion. La explicaciOn para estos· resultados parece 
estar en la forma por la cual est~ funcionando el agua de 
cocimiento de maiz. 

Con estos resultados se puede decir, que para obtener una 
buena producciOn de vitamina B-12, se pueden emplear los 
siguientes medios de fermentaciOn: el 2 del Plackett-Burman, 
el q del factorial 2"'3 y el 3 del llltimo bloque de 
experimentos. 

Se recomienda que para poder incrementar a~n mAs la 
producciOn de vitamina B-12, se emplee otro tipo de diseÑo 
experimental ya que con los experimentos factoriales se ha 
llegado. a su llmite. Tambi~n se debe de tomar en cuenta que 
se puede hacer uso de otras t~cnicas de procedimientos 
experimentales. 

Los experimentos hasta aqul sugieren que siempre se aumente 
la cantidad de l~ fuente de carbono en el medio de 
fermentaciOn; pero hay que tomar en cuenta que no se le debe 
~dicionar toda Ja concentraciOn de glucosa en un principio ya 
que inhibirla al microorganismo de trabajo. Por lo que se 
sugiere darsela dosificada sola O complementada con la fuente 
de nitr09eno fACM> y glicina en propQrciones come las 
encontradas en estos experimentos. 
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.TADLA XXXI. COMPARACION DE LOS RESULTADOS DE LOS TRATAMIENTOS DEL DISEílO FACTORIAL 23 CON 

RESPECTO AL EXPERIMENTO CONTROL POR MEDIO DEL METODO DE DUNNET. 

tD 

CRECIMIENTO PRODUCCION PRODUCCION ESPECIFICA 
(g/l) (µgB12/l) (µgB12/g de cel.) 

TIEMPO (h) 124 146 124 146 124 146 

1 J..69 0.34 2.lS 1.S6. 1.34 2.SS 

2 0.28 2.79* l. 76 o.se 1.62 H 2.7S* 

1 3 B.77** 6.10** 1.98 0.7S (-) 5.16** H 2.97* ~ 

"' ~ 
1 4 O.SS H 2.38* 0.39 o.2s 0.12 1.S3 

s 0.006 0.48 1.78 0.84 1.75 1.60 

6 o. 72. 1.20 0.33 o.os 0.02 0.9S 

7 (-) 11.SO** (-) 6.63** H 2.89* (-) 3.19* (+) 3.24* 0.42 

8 (-) 12.43** H 7. 73** (-) 4.33** (-) 3.69** (+) 2.04 O.S6 

9 (-) 13.22** (-) 7.61*.* (-) 3.11* 1.94 (+) 4.17** (+) 3.68** 

* Signit'icátivo. (-) Efecto negativo. °tn a = O.OS; 10,2 = 2.57 
** Altarrente significati=. (+) Efecto positivo. ~a=0.01¡ 10,2 = 3.S3 



VI e o N e L u s I o N E s 

En los estudios de correlaciOn entr~ los m~todos de DNA y 
~.o. para la determinacibn de crecimiento microbiano se lle9e 
a lo siguiente: 

- Ambos métodos se c:orrelaciOnaron cuando se empleo mezcla 
l ttica para extr-aer el DNA de las células de f.L 5hermani i. 

- El volumen adecuado para la deter-minac:._ibr1 del 
microbiano por el m~todo de DNA fueron de 2.0 y 
suspen510n bacteriana, voldmenes que presentaron 
experimental. 

crecimiento 
2.5 ml de 
menor error 

- El coeTiciente de correlación (rA2) 
métodos en la determinación de crecimiento 

-al emplear ambos 
microbiano durante 

el curso de una fermentaciOn <ISO ml 
trabajo/matraz de 250 ml> empleando un medio 
cocido de limbn CJCLl fu~ en promedio 0.99. 

de volumen de 
a base de j u90 

En las Termentaciones a base de JCL, 
siguientes resultados: 

se er1conlrarOn 

- La producciOn de vitamina B-12 fu~ menor al 
fermentaciOn a niveles bajo <200 ml dE 
trabajo/matraz de 250 mlJ y alto de aeraciOn 
volumen de trabaje/matra:: de 250 ml >. 

real izar· 
volumen 

!25 mi 

les 

la 
de 
de 

- De los niveles de aeración estudiados { 25, 75, 130 y 200 
ml de volu,em de trabajo/matraz de 250 ml>, el nivel de 
130/250 Tu~ la condiciOn donde-se alcanzaron los mejores 
.resultados: S.2 mg/l en producciOr,, 1034.2 )J-9/9 de cel. en 
producciOn especlfica y 54.70 ).L9/lh en productividad de 
vitamina B-12. 

- Los resultados que se obtuvieron en las Terrnentaciones 
donde se probb concent1·~ciOn y tiempo de ~diciOn do ~licin~ a 
un medio a base de 3CL, fu&ron: 2,5 m9/l en producciOn de 
vitarr.ir,,; E-lZ en el peor de los casos (casi en todas las 
condiciones probadas, figura 37) y entre 3,0 a 4,0 m9/l en 
producciOn de la misma en el mejor de los casos <cuando fu• 
adicionado 10 mM de 91 icina a las 72 h de haber iniciado lo?
fermentacJOn>. Estas ~ltimas cantidades representan entre el 
20 "·y el 60 % de incremento en la producciOn de vitamina B-
12 con respecto al obtenido en el experimento control <2.5 
mg/1). Mientras que en producción especifica de vitamina B-
121 las cantidades que se obtienen estan en el orden de 450 a 

_700 mcg/9 de cel. en el peor de los casos (casi en todas las 
condiciones probadas, fi9u1'a. 37) y entre 800 y 1000 .)J.9/9 de 
cel. en el mejor de los casos Ccuando fué adicionado 10 mM de 
91 icina a las 72 h de haber iniciado la fermentaciOnl. Estos 
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Ollimo~ valores, representan el 
;ncrem~ntc con respecto al control 

31.25 % y el 35.0 % de 
(550 a 650 )1.9/9 de c:.el. >. 

- Los resultados que se obtuvieron en las fermer.lac:.iones 
donde fué probada la conce-ntraciOn y tiempo de adición de 
cobalto a u~ medio de fermentaciOn a base de JCL, fueron: de 
1.0 a 3,0 1 2.0 a 4.0 y de 3.8 a 4.8 mg/l en produc:.ciOn de 
vitamina., bajo las condiciones de 10 y 30/72; 20/48 y 30/Z4i 
y 10/24 <mg de cobalto adicionado/horas de iniciada la 
fermentaciOn>, res¡:::iectivamente. LoS incrementos e:-stuvieron en 
el orden de 20 % al 92 % con respecto al producido en e:-1 
experimento control <2.5 mg/lJ. Con lo que respecta a la 
producciOn especifica de vitamina B-12: de 240 a 600, 440 a 
850 y de 650 a 900 p.gl~ de cel. fueron obtenidas bajo las 
condiciones d~ 10 y 30/72; 20/48 y 30/24; y 10/24 (mg de 
cobalto adiciona.do/horci.s de iniciada la fermenlaciOn>, 
respectivamente. Incrementos en alguno de los casos entre el 
9.3 % y el 38 % con ~especto al obtenido en el experimento 
control <550 a 650 )1.S/9 de- cel >. 

- Es importante se~alar que los valores mAs altos, se~alados 
anteriormente fueron alcanzados a las 96 h de fermentaciOn. 

- Las concentraciones y tiempos de adiciOn de los precursores 
glicina y c:obalto deben ser• disminuidos si se desea mejora1~ 
tanto la producciOn como la producciOn espec!f ica de esta 
vitamina. 

- El anAlisis estadlstico realizado a les resultados 
obtenidos en el factorial 2~2 con un punto central indicaron 
que la mllxima producciOn )' producciOn especlf.ica de vitamina 
E-12 qu.e s-: podr 1an obtener· al disminuir el Tac:t.or tiernpo dE
ediciOn de ~licina, serian respectivamente: 3.8 mg/l y 800 
µ919 de c~l .• Un anAlisis similar indico que la mA.xima 
produciOn y proc!ucciOn especifica de_ vitamina B-12 que se 
podrlan obtener al disminuir la conce.ntr-aciOn ex' tiempo de 
adiC:iOn de cobalto, ser!a.n respectivamente: 7.0 -mg/l y 
alrededor de 1200 .).Lg/g de cel •. 

En las fermentaciones con citrato de sodio, 
siguiente: 

se enc:ontrO lo 

e .... 5.h.at:.mao.il ATCC 13673 n·o consume el citrato preser1t-c- en 
el medio de fermentaciOn. 

- El citrato presente en los medios de TermentaciOn parece 
tener un efecto inhibitorio ~obre el crecimiento del 
microorganismo , ya que en los medios que lo contenian , la 
curva de crecimiento fu~ menor a Ja pres=ntada donde el medie 
de cultivo estuvo constituido por ACM y por ACM y 9lucosa. 

En las fermentaciones a base de 9lucosa, 
siguientes r25Ultadcs: 
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- De los precursores y/o sustancias probadas empleando un 
dise;:Jo eXperfmental Placl-:ett-Burman, la glicina a una 
concentracfOn de S.O mM, fu~ el ~nicc factor que prese11lb 
efecto altamente significativo sobre las ~ariables de 
respuesta cuantificadas Ccrecimiento, producciOn-y producc:iOn 
espec:l.fic:a de vitamir,a S-12>. 

- Los 8 medios ~e fermentaciOn en el dise~o experimental 
Plackett-Burman proporcionaron mejores resultados en 
comparacibn a los·obtenidos en las +ermentaciones control. 
Los incrementos anduvieron en el orden del 71 % en el peor de 
los casos y alrededor del 112 % eh el mejor de los casos para 
producctOn de vitnmina B-12. Mientras que para la produc:c:ión 
~sp~c:Jfica de vitamina B-12 los incrementad +ueron del 6.67 % 
y del 29.&5 % en el peor y en el mejor de los caso5, 
respectivamente. 

- De Jos 8 experimentos del diseÑo Plackett-Burman, el medio 
de fermentacibn que proporciono los mejores resultados para 
pr-oducciOn <S.S m9/lJ, producc:iOn espec:lfica (859.07 .).l.9/9 de 
cel. J )' productividad <SS.6 ftg/lhJ de vitamina El-12; estuvo 
constituido por 33.0 gil de 9lucosa, 3.15 9/I de niLr09eno 
CACM>, B.O mN de glic:ina, e.o ppm de cloruro de cobalto y 
empleando un volumen de 150 ml de medio c:cnLenidos en matraz 
de2~0ml. 

- Con et diseÑc factorial 2A3 al probar los factores: 
c:oncentraciOn de gluc:osa, c:onc:entrac:iOn de nitrOgeno y 
c:oncentracibn de glicina, se obtuvo un incremento (con 
respec:to al mejor resultado del diseÑo Plackett-Burman) del 
15 ~~ C9'.S3 mg/lJ en Produc:ciOn, 14 % C6S.27 ..L'g/lhJ e-n 
produc:tiv1dad sin haber presentado aumento en la pr-oducci01' 
espe-c:1fic:a t7°0.6 .).J.g/g de c:el. J de vitamina B-12. Sin 
emb~rgo, estos incrementos desde el punto de vista 
estad1stic:o no iueron si9niiicativos; pero si se considera el 
alto valor comercial de este metabolito, el incremento 
presentado es verdad~rame-nte importante. 

- ·El anAlisis estadlstico de los resultados obtenido~ en el 
diseÑo factorial 2A3, indicaron disr.1inuir las c:oncentraciones 
de nitrOgeno y de glicina y aumentar la concentración de 
glucosE s!. s• deseaba incrementar a~n ffiks la prod~cc:iOn de 
este. vi tc.rni na. 

- De les medios de iermentaciOn confc:rmados en base a. les 
r·esultados de-1 diseÑc factorial 2"3, los me:jcres resultacios 
se obtuvier-on con la siguiente composic:iOn del ffiedio de 
fermentacion: ·ss.o 9/l de 9luccsa, 2.15 9/l de: nitrOgeno 
CACM> 1 1.7 mN de glicina y S.O ppm de cloruro de cobalto. 
Dichos resultados fueron los siguientes: 9.77 mg/l, 633.74 
).t.9/9 de cel. y 60.12 .).tg/lh en producc:i0n 1 producc:iOn 
espec:Ifica y en productividad de vitamina .B-12, 
r·espec ti vai.men te; can t. i dad es que no fuer or1 superiores a 1 os 
de·I experimento c:ontrol: S.43 9/1 1 715 fl.9/9 de cel, y ·57.70 

.).t9/lh en producciOn, producción espe-clfica y productividad de 
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vitamina B-12. 

- Los aJtimos resultados obtenidos indicaron que se Ileso Al 
limite mA~imo tanto de las concentrecio1les de los 
constituyentes del medio de fermentación como la mAxima 
producci6n que s& puede obtener al emplearlo. Por lo que se 
re=ornienda r·ea.lizar otros tipos de diseÑos experiemntales O 
estrate9ias t~cnicas de laboratcirio si se ·desea que la 
producciOn de estE- metabol ito se incremente aón m.1s. Un t.ipo 
de estrategia técnica de laborat.or·io podria ser realizar 
Termentaciones a las cuales se le ha9~n adiciones de la 
~uente de ca~bono dado que fu~ el factor m~s importante a 
modificar siempre indicando que se debe de aumentar su 
concentraci01l ya sea sola O en combinaciOn proporcional dB la 
Tuente de nitrOgeno y de 9licina. 

- En 9eneral se puede decir, que mediante los estudios aqul 
presentados se pudo incrementar la produccibn de vi t.amina E
l~ en el orden del 112 % (8.S m9/lJ _con el diseÑo Plackett
Burman, del 146 % C9.83 m9/l) con el dise~o factorial 2~3 y 
del 131 % <S.77 m9/l) c:on el medio confcrmadc en base a los 
resultados del factorial 2~3, Todos ellos comparados con las 
producciones obtenidas en la fermentacibn ~ontrol <4.0 m9/lJ. 
En produccibn especlfica de vitamina B-12, haciendo la misma 
consideraciOn que el anterior se tienen, en ese mismo orden: 
43.3 "X. C859.09 )J.9/9 de ceJ.J, del 31.76 % (790.6 ,,..U.·9/9 de 
cel) >' del S. 6 % (633. 74 )J.9/9 de cel. J; con respecto al 
obter1ido en la ferrnentaciOn control (600 ,,IJ..9/9 de cel.J. En 
pruductividad, haciendo la misma cosideración se enco~trarón 
incrementos del: 154 'Y. cse.6 ft.9/lh>, 252.S ~~ t6€.27 .....U.9/lh> 
y del 122.22 '% <60.12 ,...U.9/lhl con respecto al exper-·imento 
control C27.0 ..)J..g/lh>. 
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VII.· A N E X O S 

VII!. INTRODUCCION. 

•nISEñO E·x PE R I M EN TAL " 

DiseÑo experimental, significa planear el experimento de tal 
forma que se reuna la informaciOn pertinente al problema bajo 
investi9aciOn; seguir un procedimiento para asegurar un 
analisis objetivo de los resultados experimentales que den 
lugar a inducciones validas. 

El experimento, es la selec:ciOn de variables y las 
precauciones durante el muestreo O generac:ibn especlfic:a de 
muestras en las poblaciones. 

El factor es la_ variab-le a controlar por el investigador, con 
el objeto de ,.re-val'uar su efecto sobre la variable de 
respuesta. A cada factor se le pueden asignar distintas 
clasificac:iones 1 conocidas con el nombre de •niveles•. 

Tra.tamiento es la combinac:iOn 
dos O mé.s .factore5; es decir 1 
experimentales. 

especlf ica de los niveles de 
el conjunto de condiciones 

La val"'iable de respuesta es aquel parámetro que estA sujeto a 
variaciones de-bido a los factores )' al proceso de medicibn en 
el experimento. 

BAsicamente un experimento tiene como.objetivo el comparar 
los valores de la media poblacional ()J.) para un n~mero de 
variantes estudiadasr esto es, la comparaciOn del efecto de 
los tratamientos CtiJ en las medias poblacionales 1 debido a 
factores especlf icos. 

Una unidad experimental es la entidad flsica independiente.a 
la cual s~ le asigna un tratamiento. 

De todo esto, se deriva. que el diseÑo consiste en 
determinar el namero de factores a estudiar asl como los 
niveles de ~stos 1 la combinacion entre ellos y la asignaciOn 
a las unidades experimentales. 

El analisi5 estadlstico de los resultados, se basa en el 
modelo emplrico mAs adecuado para representar el efecto sobre 
las medias de las poblaciones estudiadas Clas que se generan 
al variar los niveles de algunos fac:tores) ¡ por lo que se 
dic:e que -a cada diseÑo le c:orresponde un modelo y éste a su 
vez determina &1 an•Iisis estadlstic:o a utilizarse. 
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En los métodos clasico5 pare;. la cpt:imización d& procesos, 
mezclan la variaciOn d~ urio de sus factores o niv&les, 
ma.nte.niendo constantes t.odos los dema.s factores del proc.eso. 
Este supone que no existe irileracciOn entr'e los factores, lo 
cual generalme~te no se cumple y como consecuencia se pueden 
obtener conclu5iones erroneas, 

El m~todo clhsico normalmente abarca demasiados experimen_tos, 
con el Tln de optimizar un proceso. 

El 'concepto 
encontrar un 
caso para una 

de optimizaci6n 1 generalMente se refiere a 
valor ya sea mAximo O mlnimo, segó.n fuere el 
funciOn o condiciOn en un proceso determinado. 

Para evitar los m~todos o procedimientos cl~sicos de 
optimizaciOn de un proceso, es importante seleccionar un 
m~todo que proporcione las herramientas necesarias para el 
mejor entendimiento de los problemas a los que hay que 
en~rentarse en el proceso que se quiere optimizar. 

Entre lós m~todos de optimizaciOn m~s comunes Ctabla_A_>, se 
encuentran los métodos estad!sticos, los cuales son técnicas 
de experimentaciOn organizadas que ademAs de reducir el 
tiempo empleado, aportan datos para poder hacer predicciones 
del comportamiento del sistema en base a los factores 
es.tudiados. 

En estos métodos se elabora un modelo emplrico del fenOmeno 
en estudio, mediante un diseÑo determinado. Generalmente se 
basa en una variaciOn simultanea de todos los factores del 
proceso, permitiendo de esta mane1·a estimar la interacciOn de 
variables con un ndmero reducido de experimentos.· 

Mediante el dise~o experimental se busca una estratesia con 
Ja cual se tenga un modelo adecuado, con un mlnimo de 
experimentos. - Los dise~os fa·ctoriales soii los m~s adecuados, 
debido a su simplicidad en el anblisis. 

En un diseÑo factorial se fijan ciertos niveles para dos b 
m~s fa~tores 1 los cuales pueden va~iar de un experimento a 
otro. Si se emplearan todos tos tratamientos posibles, se 
tratar!~ ·de un dise~c factorial completo y por el 
contrario si no si; evaluaran algunos de los tratarnienlos, se 
estarla trabajando con un dise~o factorial incompleto. 

Dentro de los dise~os factoriales, los mAs importantes son 
aquellos que emplean dos niveles. En este tipo de diseÑo, se 
presenta un nivel supérior C+1> y un nivel inferior <-1>, con 
lo cual se tiene un modelo ortogonal. Todos los posibles 
trata.mientes se calculan mediante la ecuaciOn 2"k 1 donde: el 
2 si~nifica dos niveles del factor y k el n~mero de fa~tores 
a manejar en ·el experimento. 

Por ejemplo, el modelo de re9resiOn 2"?• 

-173-



TABLA A HtlOOOS D[ OPTIHIZACIO!i UTILJZM>OS [N LA .¡H:>[NI[ 
RIA QUllUCA -

HrtODD APLJCACION 

H~todos An1Ht1cos 

Opll111tuct6n por búsqutd1 

dt"t\o por. el txtrem:> 

H4todo de los !llGltlpln 
d! llgranglan~ 

Cllculo d':! varlaclonn 

•, 

. Principio de Haxhnfd1d 
··:de Pol\lryagln 

Prncesos deten11ln1sttcos du

crlto por funclonts diferen
ciales. 

Prt1cesos detenntnfsttcos des
critos por funclonei. dlfertn
clables con constr1lns dife
rentes • 

. Cr.lterlo preíorr.iado en la fo!. 
mil de funclon1ln. 
Soluc16n de ecu1ctones de [u
ler. 
Reactores adtabltlcos· multlc!. 
pa, condiciones de temperatura 
6pll11'3 para aereaclones e1<ott!. 
•leas reversibles en lechos de 
flujo tap6n, condiciones de 
trtllperatura 6ptlN para rcact~ 

"s qutmlcos en el caso de el 
rango de temperatura., ele. 

Amplio rango de pn:iblemas t::s
pectalr.iente t::n control autCJm!. 
tlco. 

Progr.11roacl6n Mat!!Wttc1 

Progr11111cl6n Ge01116trlc1 

Programacl6n Olnlmlca 

Optlmhacl6n de funciones alge
bnicas. 

Manufactura de pr-oductos por- io!_ 
xtmo retorno de dlfer-entes =t~ 
rl1s prl111as. Ut11tncl6n 6pll
r.a de equipo. Problema de tr-an~ 
porte. 

Procesos multtetapa, Dest11ac16n 
c1<tr11c!=l6n, etc. 

Hl!todos de Gr-adtente 

Todas las fonaos Optlmt:zacl6n de funciones 1 tne!. 
les y no-11neasles con y sin S,!!. 

luct6n 11ne_ales y no-lineales. 
Procesos de tngenler1a qutrnlca 
cc:rnplejos. 

Opt1mt:zacl6n por Control de CC!lloutadora 
y Adaptac16n del ~delo 

Todas las ·ronnas Sistemas de lngenlerta qutmica 
complejos. 

Opllm\zact6n [stadtsttca 

Anlltsls de Regresl6n 

An!ltsts de correhcl6n: 
Hhodo de Brandon, HHodo 
de 80 .. Wllson. etc, 
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"'Y = bo + b1x1 _':+ ~2~2 ·-~· b12X1X2 t, _E 
.. - - . --~ · .. ,_ 

al cual se llega al finalizar- ~1--·a·~:~1·i·~~-f'.s ·cre·.res·ultados, se 
pueden est·imar las interacciones 'entre"-'.los .. faétor'es asl como 
sus efectos. 

Una vez obtenido et modelo, ta<s> -var·1iible<s> de 
pueden ser graficadas dentro de los niveles de los 
que presentan efecto. 

respuesta 
fact.ores 

Los diseÑos factoriales presentan las siguientes ventajas: 

1) Son diseÑos experimentales aplicables para el estudie.del 
efecto de dos O m~s variables. 

2> Sen faclles de diseÑar y analizar. 

3) Al ser balanceados cualquier 
sistem~ttco tiende a eliminarse. 

error experimental 

4> Los ejes de re9resi6n <columnas de niveles de cada factor> 
son ortogonales. 

3> Se ahorra tiempo y se reduce el tiempo de experimentaciOn. 

Dentro de sus desventajas se tiene: 

1) Si los- niveles inferior y superior no se eligen 
correctamente, pueden tenerse dc6 inccinvenientes: si el rango 
de trabajo es muy pequeÑo, el erro·r experimental no puede 
deteetar et efecto de las variables, si el rango es muy 
grande el modelo no se cumple. 

En la cptimizaci6n y/o diseÑos de procesos dentro de la 
industria, se requiere considerar un gran n~mero de factores; 
por lo que siempre se desea emplear un m~todo en el cual 
puedan ser considerados y seleccionados los factores rn~s 

importantes para mejo~ar ese proceso y poder hacer sobre 
éstos, estudios mAs detallados. Uno de esos m~todos es el 
diset.ío Plaé:l<ett-Burman que por sus caracterlsticas de 
eficiencia y iAcil estructura, puede aplicarse para la 
selecciOn de variables a optimizar. Dicho m~todo se basa en 
un factorial incompleto desbalanceado elaborA.ndose una 
matriz, mediante combinaciones maestras de niveles. Estas 
combinaciones, bAsicamente sugieren diseÑos para a, 12, 16, 
20, 25 y hasta 100 experimentos. Los mAs importantes son los 
5 primerosj empleandose cada uno para estudiar N-1 factores. 
De esta manera el diseÑo para B experimentos es disponible 
para estudiar 7 factores. Si se presenta el caso de ne tener 
completes los ·factores, pueden emplearse factores falsos, 
llamados dummies~ 
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VII!a.ANEXO 1 

Un aspecto 
trabajo fué 
determinar el 
fermentaciOn. 

ANALISIS DE COVARIANZA 

importante dura.nte el desarrollo del presente 
utilizar un método r~pido y sencillo para 
crecimiento microbiano durante el· curso.de una 

El método de densidad Optica es un método rApido y sencillo 
en comparaciOn con el m~todo de DNA, el cual se ha demostrado 
como método confiable. Si ambos métodos son equivalentes es 
de esperarse que esten correlacionados y que su correlaciOn 
sea independiente de la corrida de fermentaciOn. Para 
demostrar su equivalencia se planeo determinar la cin~tica de 
crecimiento en varias fermentaciones empleando·ambos métodos, 
lo que diO lugar a la siguiente matriz de tratamientos: 

CRECIMIENTO CELULAR 

DNA n.o. 
FERMENTACION TIEMPO 

t X y 
o 10 10 

t X y 
1 1.1 11 

.1 t X y 
.2 12 12 
: : 
: 
t X y 

6 ·16 16 

t X y 
o 20 20 

t X y 
1 21 21 

2 . t X y 
2 22 22 

t X y 
6 26 26 

t X y 
o 30 30 

t X y 
1 31 31 

3 t X y· 
2 32 32 
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t 
6 

X 

36 
y 

36 

Si ambos metodos son equivalentes, se espera que los modelos 
de regresiOn en cada Termentaci~n sean equivalentes. 

El anAJisis estadlsticc que permite determinar la 
equivalencia de los modelos es el anAlisis de covarianza 
(Ostle, B. 1979, cap. 8 seccitJn S.26> 1 el cual se describe a 
continuaci6n: 

Dadas varias muestras O grupos de regresiones <Y = bo + b1 
·xl > de dos var"'iables rx,yJ obtenidas de manera independiente, 
se plantea la siguiente pregunta: Jpuede usarse una misma 
linea de regresiOn para todos los datos?. Preguntas más 
espec!Ticas serlan: 

1- ¿Puede usarse una ecuaciOn de regresiOn para todas las 
observaciones? 

b 
01 

+ b 
11 

X 
1 

= b 
02 

+ b 
12 

X 
2 

empleando el sigu~ente cAlculo: 

F cal 

si el valor 
determinar 
modelos. 

(<S 
T 

rs 
1 

- S l I 2<k-llJ. 
1 

k 
I :E n 1 

1=1 
- 2k:J 

de •F• resulta ser si9niTicativo, es necesaric 
cual coeficiente de re9resiOn es diferente de les 

2-- Para determinar si Ho: b = b Cdonde H6 es la hipOtesis 
11 12 

que se plantea>, se efect~a el siguiente cAlculc: 

s /(k-ll 
2 

~ cal = -------------------

S I 
1 

k 
< E nl-2k> 
!=1 . 
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S1 el valer de •F• r~suJta ser signiiicante~ la dii~ren~ia .. en 
los modeles radica en b 

el 

La mayorla de les c~lculos se presentan en la tabla._A_. 

Donde: 

ni 
A = ¡: 

1 j=l 

ni 
B = I: 

1 J=l 

k 
A = :f 

T 1=1 

2 
X 
lj 

" lj 

ni 
I: 

j=l 

)' 
lj 

2 
X 
lj 

k ni 

ni 2 
.E X l 

J=l lj 

---------

-

ni 

ni ni 
1 E X l 1 E )' l 
J=l lj j=l lj 

--------------------

ni 
1 'E 
j=l 

2 
)' l 

lj 

ni 

k 
1 I: 

1 "1 

ni 

': .. 

ni· . ; 2· 
¿ X l 

j=ol lj 

k 
f. ni 

1=1 

k 
- 1 I: 

l=l 

ni 
¡: 

J=l 

k 
X J( ¡:_ 
lj 1=1 

B= t_ }:x )' 
T l=l j=l lj lj 

k 
e = I: 

T !=1 

ni 2 
1:. )' 

j=l lj 

k ni 
1:. I. 

i=J. j =1 

k 
~ni 

1=1 
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TA9l-A A (;¡\lc-uln~ p:tr:t ruohar \'ttrin!I hipótesi!\ nccrca rlc !ns rocricicntcs de rcgre5ión 

Grupa 

1 ........ . 
2 ........ . 

k ........ . 

Dentro de 
grupo1 

Entre 
grupos 

Gr11do1de 
llbcrl•d 

n1-I 

/; - 1 

. 
Total l;n 1-I ,,, 

:t ... 

•• •• 

•• 

. 

-= 

A .. = l:Ar 

'" 

D, 
s. 

. 
»~ = zn, 

"' 

s, 

e, 
e, 

e, 

' C,.= zc, ,,, 

e, 

c,;..n:111, 
C1-D!/A1 

. ' 
s,= l: e,- z cn:fA,J 

l•I 1.1 

S,+S1=C .. -D~/A .. 

Sr=Cr-D:/Ar 

Grados de 
libertad 

Pl1-2 

l: ri,-2.l 
••• 
' 1: rt1-l-I 

••• •-2 
• l: n,-2 ,,, 

Cuadro medio 

s, /( :i: ··-'*) ,., . 
cs,+s,¡ / (,~,n·-•- •) 
S,/(l-2) 



s =Suma de cuadrados entre los coeficientes de.re~,,~si~n de 
2 la k~sima muestra. Expresa la cantidad de variaciOn entre 

b b 
01 02 

s 
2 

= Suma de cuadrados de las desviaciones de las medias 
. a partir de la re9resiOn de las medias •yn en 
medias, • x •. 

•y. 
las 

El an~lisis 
experimentos 
tablas_VIII_ 1 
en el texto de 

realizado a los resultados obtenidos en los 
de correlación se muestran en tas 
_XIV_ y ~XV_ correspondientes a la secciOn Vi 

resultados y discusiOn. 

Otro aspecto importante en al trabajo experimental fué el de 
determinar la influencia del dla Creproducibilidad) sobre la 
curva de calibraciOn del contenido de DNA con diferentes 
cantidades de suspensiOn bacteriana, lp cual implicO 
determinar si los modelos de regresiOn en los distintos dlas 
eran equivalentes o no. Por lo tanto, se aplico el mismo 
an~l isis descrito en este anexo Ctabla_XI_ correspondiente a 
la secciOn Vi en el texto de resultados y discusiOn>. 
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VIIlb. ANEXO 2 

ANALISIS DE LA VARIANZA 

En ts selecciOn del mejor m~todo para romper cetulas de e.... 
sh~an.i.i, asl como en la selecciOn del volumen adecuado ·de 
mezcla lftica para lograr una extracciOn eficiente del DNA, 
fu~ necesario emplear un método estadlstico que permitiera 
indicar si Jos factores estudiados presentan un efecto 
significante o no. El m~todo de an~lisis empleado en este 
caso ~u~ el del an~lisis de la varianza. 

Para emplearse el anAlisis de varianza con fines de deducciOn 
estadfstica deben hacerse ciertas suposiciones respecto a las 
observaciones. En general las suposiciones bAsicas del 
anAl is is de- varian=a son las mismas que las comunmente 
asociadas con el anAlisis de regresiOn. Estas son: de 
aditividad, linealidad, normalidad, independencia y varianzas 
homog~neas. Esto es, el modelo estadlstico m~s Trecuentemente 
supuesto en aplicaciones de an~lisis de varianza es un modelo 
lineal al cual se aÑaden algunas restricciones acerca de las 
observaciones independientes de distribuciones normales 
(Ostle, B. 1979 1 cap. JlJ. 

Este mismo procedimiento de anAlisis Tué de gran ayuda para 
determinar el efecto del voldmen de suspensiOn bacteriana y 
el efecto de la toma de muestra, asl como del dia en que se 
realice la cuanti-Fic:acibn del DNA )' de las replic.ac:iones 
realizadas. 

varianza es el método comónmente empleado para El anAlisis de 
determinar si 

-+actores 
estudiar. 
matemAtico 

sobre· 
Fara 

son o nó significativos los efectos de los 
la variable de respuesta que se desea 
lo cual es necesario establecer un modelo 
tipo lineal que represente la situación de 

experimental. 

A continuaciOn se resumen para cad~ uno de los casos donde 
fu~ empleado dicho anAlisis, les siguientes pasos: modelo, 
matriz de tratamientos y la tabla de ar1alisis de la varianza 
(anadeva>. 

1. - Efecto 
~man.li. 

del método de extracciOn del DNA en células de E.a. 

Modelo: 

-y 
lj k 

=µ+M 
i 

+ T 
j 

+ MT 
lj 

+ E 
l:Cij l 
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Donde: 

y 
lj k. 

= Valor de la variable de respuesta. <absorbancia a 
nm> Ssociado a la k~sima replicaciOn del j~simo. 

tiempo de iermenla.cibn en el i~simc m~todo 
e-xtracciOn • 

.)1 = Media poblacional. 

600 

de 

M = Efecto del iésimo método de extracciOn sobr-e la 
i. variable de respuesta. i = 1 ••• 2 

T = ETecto del jésimo tiempo de fermentaciOn sobre la 
j variable de respuesta. J = 1 ••• 3 

MT 
lj 

= Efecto de la interacciOn método de extracciOn-tiempo 
de fermentaciOn sobre la variable de respuesta. 

E =Error experimental. k = 1 ••• 3 
k ( !j , 

Matri% de tratamientos. 

TIEMPO (T METO DO <M l 
j ¡ 

TCA lO'Y, TCA 20% SDS 

Ylll Y211. Y311 
t Y112 Y212 Y312 

4 

Yllr Y21r· Y31r 

Y121 Y221 Y321 
t Y122 Y222 Y322 
.5 

Y12r Y22r Y32r 
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Tabla de ANADEVA 

Fuente de 
VariaciOn 

CF. V, l 

M 
! 

T 
J 

Grados de 
LibeÍ'tad 

(91) 

b 

___ suma_ 'dé'-: 
· Cuadrados; · 

>eser 

a 2 cq i 

Hédia· 
cú.a:dr&.tica·' 

··•.CMel, 
Fcal 

Ne /Ne 
N E 

Me /MC 
M E 

MT Ca-1l Cb-1> I: I: Y!J • se /91 NC /NC 
!j j=l !=1 MT NT 

-------------- - e 1 i 
r 

- C3l + C2 l 

r b a 2 
E Cr-1>ab r ¡: J:: Yijk - {q l se /91 

k e lJ ' k=1 j=l l=! 

La tabla _IX_ secciOn Vlb correspondiente al texto de 
resultados y discusi0n 1 resume les resul tadcs obtenidos. 

2.- Efecto· d~ la cantidad de mezcla lltica en la extracciOn 
del DNA de células de E..... shermanii. 

Modelo. 

y 
ij l<lm 

= fa + e 
¡ 

+ M· 
l.ClJl<l 

+ V 
j 

+ T 
k 

+ ev 
ij 

+ E 
ml!jkll 

-IB3-

+ CT + VT 
i l< j k 

+ eVT 
ijk 

+ 

E 



Donde: 

y =Valor de Ja variable de r~spuesta <absorbancia a 600 
iJ klm nm) asociado a la m~sima replicaciOn de 

la l~sima al lcuota del k~simo t.iempo · de· 
TermentaciOn en el j~simo volumen· de suspensiOn 
bacteriana en la i~sima cantidad de mezcla lltica. 

,)J. = Media poblacional. 

C = Efecto de la i~sima cantidad de mezcla lltica sobre la 
i variable de respuesta. i = 1 ••• 2 

C3 mi y 5.5 mil. 

V = Efecto del j~simo volumen de suspensiOn bacteriana 
j sobre la variable de respuesta. j = 1 ••• 2 

C0.5 ·m1 y t.5 ml>. 

T = Efecto del késimo tiempo de fermentaciOn sobre la 
k variable de respuesta. k = l •• • 3 Cto, tl y t2). 

cv 
ij 

CT 
ik 

. VT 
jk 

CVT 

Efecto debido a la interacciOn cantidad de mezcla 
lltica - volumen de suspensiOn bacteriana sobr~ l~ 
variable de respuesta. 

=Efecto. debido 
lltica - tiempo 
respuesta • 

a la 
de 

= Efecto debido a la 
bacteriana - tiempo 
de respuesta. 

= 

interacción cantidad de mezcla 
ferrnentaciOn sobre la variable de 

interacción volumen de suspensi6n 
de ~ermentaciOn sobre l~ variable 

ij k 
Efecto debido 
lltica 

a la interacciOn cantidad de mezcla 
volumen de suspensibn bacteriana 
fermentacibn sobre la variable de 

M 
!Cljkll 

E = 
mC!jkl > 

- tiempo de 
respuesta. 

Efecto de la lésima replicación de suspensiOn 
bacteriana sobre la varia~le de.·respuesta, l.= 1 •. 2 
Mu~stra ·(replicacibn de suspensiOn bacteriana>. 

Error experimental. 
muestra. 
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Matriz de tratamientos. 

VOLUMEN DE CANTIDAD DE SDS !CiJ. 
SUSPENSION ·----
BACTERIANA ·3 mi 

... 
.5 ról ~--: 

!Vil 
• 

-'.-'-(• 

0.5 mi 1·.5 _-Jri¡'. ---0;5 ·m1-, ·1.s mi 

MUESTRA :,.s:-~ 

TIEMPO (Ml) Y!l 111 Y12Hli''· · '.Y2Ü11 · Y22111 
!Tkl --,-::·e· ''· .. ,, : . . 

A o:=.c·• -.~:-.7?.:.::-~_--,:o.:_' '-':' •. :_;_~: ,-_: :::· -.- : -.-.·; 

Ylll.lr :·y12iir --. >; -,.--.- Y2111r Y2211r 
te 

Y11121 Y12l21 Y21121 Y22121 
B 

Y1112r Y1212r Y2112r Y2212r 

Y11211 Y12211 Y21211 Y22211 

A 
Y1121r Y1221r Y2121r Y2221r 

tl 

Y11221 Y12221 Y21221 Y22221 
B .. 

Y1122r Y1222r Y2122r Y2222r 

Y11311 Y12311 Y21311 Y22311 

A 
Y11Z1r Y12::!:1r· Y2131r Y2.2Slr 

t2 

Y11321 Y12321 Y21321 Y12321 
B : 

Yll32r Y1232r Y2132r Y1232r 
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T<!.bla de ANADEVA, 

F, V. 

e 
1 

V 
j 

T 
k 

gl 

b-1 

c-1 

CV (a-ll (b-1) 
fj 

V.T' 
jk 

ct>-1> Cc-ll 

.se 

2 (2) . 
. y.··--~ • ~ -. 

. . ---------
abc:dr:' 

-_ - ->' 

·MC 

Se/91 
e 

b> .2 />(3) 

I: v.j ••. 
J=l 

•se 191 v •. 
----------- (2) 

--acdr-

e: 2 ('I) 

I: Y .. k .. 
k=l 

----------- (2) 
abdr 

a b · 2 15.> r. [ Ylj ... 
i=l j=l. 

_c;dr 

a e 2 (6) 

'[ !, Yi. k .. 
i=l k=l 

b e 2 C7l 
I; '1.Y.jk •• 

j=l k=l 

adr 
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( 1l -

- CS> + (2) 

( 1) -

- ('ll + (2l 

(3) -

- (4) + (2) 

.se 191 
T 

se 191 
cv 

se 191 
CT 

se 191 
VT 

'Fcal 

MC /Me 
C M 

MC /MC 
V M 

MC /MC 
T M 

MC /MC 
CV · M 

Me /Me 
eT M 

Me /Me 
VT M 



(a-1 J lb~ll • 
eVT . ·li:-11 

ij k 
se 191 

eVT 
MC /91 · 

eVT H 

··-. - -¡,--.. :;'.'.:'~::;;T;;-'±:·,_,._.-_-~ -,, ,-·-.e - .-': . ···:¿ -·- -- _,F::-- ·. :;;~,(~:: :~*-.,) 

M· 
1 

1d:-1iabc\1~W.!;\' &;,}:.)}:.'l'~Jkl?í . ' .. - ~'¡};9¡ 
•.•. ;,· •... '.i=l J,_1. k".1 •1=1·· .. " ·.::_, ·,·.<t .. 'M>' 

:.H.e /He 
M E 

E 
mlijkl> 

· lr-1 l 
< abc:d > 

~-----'."~-------~------- 18) 
r 

a b e: 
J: 

!=1 
L. 

j=l 
I: 

k=l 

d 

!. 1=1 
r 2 
!. Y!J klm 

r=l 

19) 

se 19r 
E 

La tabla _X_ correspondiente a la secc:iOn Vic del texto de 
resultados y discusi~n se resume los resultados obtenidos al 
emplear este m~todo de an~lisis. 

3.-_Eiecto del volumen de suspensiOn bacteriaña y toma de 
muestra sobre el contenido de DNA en c"elulas de~ 5hermanii. 
Este anAlisis se realizb pa~a cada uno de los volbmenes de 
suspensi~n bacteriana. 

Modelo. 

Y =.)J+D +L + E 
lc(ij) ljk i jlll 

Donde: 

y 
lj k 

= Valor de la variable de respuesta tabsorbancta a 
nm> de la lct:-sima replicac:iOn en la j~sima toma 

de muestra del i~simc dla de cuanti~icacibn • 

.)l =Media pcblac:ional~ 

D 
i 

L 
J e 1 > 

= Efecto de iésimc dla 
variable de respuesta. 

de cuantif icaciOn 
1 = 1. •. 3 

sobre 

= Efecto de la 
:lésimo dla 

j~sima toma de muestra anidado en 
de cuanlif"icaciOn sobre la variable 

j = 1 ••• 3 respuesta. 
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E = Error ~xper;1riien_i.a1.. k = 1 ••• 3 
k i ¡ j l 

Matriz de Tratamientos. 

TOMA DE MUESTRA-
_!L l 

j ( ! l 

1 

2 

3 

Tabla de ANADEVA. 

F.V. 

D 
! 

L 
j ( ! l 

SI 

Ca-1 l 

!b-1 la 

·DIA DE. eUANTIFieAeION 
.CD!l -

1 2 _ -

__ .--__ ·.· 

Y111 

Y11r. . Y21r- ... . 
-,_·-;---- - .. 

Y121 ' ''>S:i;fi2~ ··~·-
- ·- -·;:;--:f·.~ 

.Y12r 

Y131 

- Y_13r 

se 

a 2 ! 1 l t. y¡ •• 
!=1 

br 

a -b 2 !3l 
I:. 1. Y!j. 

!=1 J=1 

r 

-18 8-

Y22r 

Y231 

Y23r 

2 ( 2l 
y ••• 

------
abr 

( 1 l 

Me 

se 
D 

se 
L 

3 

Y321 

Y32r 

Y331 

Y33r 

/SI. 

/SI 

Fcal 

Me /Me 
D L 

Me /MC 
L E 



a b 
E 

k ( !j ) 
Cr-lJab I:. r. 

i=1 j=1 

r 2 
!° Yljk 

k=l 
131 se 191 

E. 

En la tabla· _XII_ cOrrespondiente a la se·ccfOn 
texto de resultados y discusiOn se muestran· los 
logrados en este experimento. 

Vid en el 
r·e-sul tados 

q. - E-Fecto 
suspen:: iOn 
en los dos 

del dla de cuantificaciOn, 
bacteriana y efecto de las 

primeros. 

efecto del volumen de 
replicaciones anidado 

Modele. 

y 
lj kl 

Donde: 

y 
!j kl 

/J. + D 
! 

+ V 
J 

+ VD 
!J 

+ L + E 
k ( !j ) 1 (!jkl 

600 = Valor de la variable de respuesta Cabsorbancia a 
nm> asociado a la !~sima replicaciC:ln de la 
kbsima toma de muestra anidado en el j~simo volumen 

dla de de suspension· bacteriana. y en el i~simo 

c:uantificaciOn. 
=Media poblacional. 

D = Efecto -del i~simo dla de cuantificaciOn sobre la 
i variable_ de r-espuesta. i = 1 ••• 3 

V = Efecto del j~simo volumen de suspensiOn bacteriana 
j sobr-e? la va.rieblc de rc~pu~sta. j = 1 .•• 6 

VD 
fj 

L 
k ( f j ) 

Efecto debido a la interac:ciOn d!a de c:uantif icaciOn 
- volumen de suspensiOn bacteriana sobre la variable 
de respuesta. 

Efecto de la késima toma de muestra anidado 
jésimo volumen de suspensiOn bacteriana y_en el 
dla de cuantificac:iOn. k = 1 ••• 3 

en el 
iésimc 

E = Error experimental. 1 = 1. •• s 
1 ( lj k) 
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Hatr i z di> Tratamientos. 

DIA. DE CUANTIFICACION 
!Di l . 

• 
i 2 3 

<L ) .1 
k 1 lj) A B e· . . '• ·~· 

A. .B e A B e 
.. 

V •--·.,:~ce 
.-> . 

j Yl111 Yl21L . Y1Sl1 •· Y2111 '1'2211 Y2311 Y3lll Y3211 Y3311 
y1112· Y1212 Y1312 . . Y2112' ·y2212 Y2312 Y3112 Y3212 Y3312 

. : , 
o. :5 Ylllr Y12fr Y131r Y21lr Y221r ·Y231r· Y311r Y321r Y331r 

Y1121 Y1221 Y1321 Y2121 Y2221 Y2321 Y3121 Y3Z21 Y3321 

' 1.0 
Y112r Y122r Y132r Y212r Y222r Y232r Y312r Y322r Y332r 

Yll31 Yl231 Y1331 Y2131 Y2231 Y2331. Y3131 Y3231 Y3331 

1. 5 
Y113r Y123,.. Y133r Y213r Y2231 .. Y233r Y313r Y3~3r Y3~3r 

Yll•U Y1241 ·Y1341 Y2141 Y2241 Y2341 Y3141 Y3241 Y3341 .. . . : 
2.0 

Y114r Y124r Y134r Y214r Y224r Y234r Y314r Y324r Y334r 

Yl 151 Yl251 Y1351 Y215l Y2251 Y2351 Y3151 Y3251 Y3351 

2.5 
Y115r Y125r Y135r Y215r Y225r Y235r Y315r Y32.5r Y3::35r 

Y1161 Y1261 Y1361 Y2161 Y2261 Y2361 Y3161 Y3261 Y3361 

' 
.. 

3.0 
Y116r Y126r Y136r Y216r Y~26r Y236r Y316r Y326r Y336r 
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Tabla.de ANADEVA. 

F.V •. 9 l 
-_.-_,;,;, -------· 

V 
j 

VD 
IJ 

L 
k ( lj l 

E 
1 (!jkl 

_- . ,_ - '-. - : __ --:: _ .; ::";,-~ 

<a-u <i>~i') 

.• 

(c:-11 ab· 

<r-l>abc 

se 

c:r 

a b e: 2 (5 l 
y_ 
i=1 

[ L YIJ k. 
j =1 k=l 

------------------ (4) 
r 

a b r 
Y. L 'f. (5) 

!=1 j=l r=1 

se 191 
'L 

se /91 
E 

La t.1;1.blc:i_>~III_ corrEspor1dient.e a la. secciOn Vid en 
de resultados y discusibn mu~stra la si9nificancia 
factor so~re la variable de respuesta. 
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MC/MC 
. 'ºD . L· 

Me /Me 
VD L 

Ne /Me 
L 

text.c. 
cada 



VII!c. ANEXO 3 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA DETERrlINAR TIErlPO DE 
CONCENTRACION DE LOS PRECURSORES GLICINA Y COBALTO 
UN DISEÑO FACTORIAL 2A2 CON UN PUNTO CENTRAL CBcx, 
1978). 

ADICION Y 
EMPLEANDO 
G. et. al. 

El objetivo que se persiguiO al emplear este diseÑo factorial 
fue determinar la concentraciOn y/o el tiempo de adiciOn de 
los precursores 91 icina y cobalto <estudiados por separado> 
para incrementar la produccibn de vitamina E-12 al ser 
~ermentado un medio de cultivo a base dE jugo cocido de limbn 
por el rnicroorganismo E.a. .sb~a.n.i.i ATCC 13673. 

El anAlisis se'realizb sobre las variables de respuestá: 

a> ProducciCJn de vitamina E-12 < µ9/lJ. 
b) ProducciOn especifica de vitamina B-12 ( µ9/9 de celulaJ. 

El procedimiento de c~lculo que se emplea es similar al que 
se realiza en un factorial 2A2 con la diferencia de que para 
el cAlculo de la medi~ cuadrktica del erro1· <MCe) en vez de 
tomar en cuenta cuatro tr·atamientos 1 se toman los 5 
tratamientos ori9inates de la matriz experimental. AdemA.s, en 
este tipo de diseÑos se prueban tanto el efecto lineal come 
el efecto cuadratico del modelo con el objeto de estimar los 
efectcs y representar la variable de resp~esta en relaciOn de 
un modelo emptrico que permitiera ar1allticame-nte desc:ribir la 
relaciOn entre las variables. 

Para el cAlculo se consideran los ~tguientes puntos: 

·1 l Modele 

y = B 
o 

donde: 

+ B 
1 

X 
1 

+ B 
2 

X + B X X + E 
2 12 1 2 

Y = Variable de respue$ta, producciOn O pr~ducc:iOn especifica 
de vitamina E-12. 

E 
o 

B 
1 

=Término independiente. 

y B 
2 

= Coeficientes de re9resi~n asociados 
a los factores que presenlan efecto 
>: l • 

2 

r-espect i varnente 
prlnc:lpal ex y 

1 

B12 = Coeficiente de regresiOn asociado a la interacciOn al 
combinar los efectos de los dos factores <x y x l. 

--..!_ . 2 
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E Error experimental. 

X (BI 
2 

b 
l 

b 
2 

a 

·º 
YOOl• 
Y002 

/.voo:·•·-. 
YOOÍ>'' · -: ( J.-f .. 

Y021 
Y022 

Y02r 

Y02. 

(bl 

X 

l 
!Al 

a 
l 

Ylll 
Yll2 

- . Yll. 
: 
Yllr 

a 
2 

Y201 
Y202 

Y20 • 

Y20r Cal 

Y221 
.Y222 

Y22r 

Y22. 

Cabl 

A = C = ConcentraciOn del ·precursor. 
B = T = Tiempo de adic:iOn del precu~sor. 
r = Replicacibn. 

Los sublndic:es de •y• indican de izquierda 
a derecha el nivel en que se encuentran los ~actores A y B. 
El n~mero que se encuentra al final del sublndic:e de "Y" es 
el n~mero de replicaciOn. El punto despu&s de les dos 
primeros n6meros del sublndice de •y• significa la cantidad 
total que resulta al sumar las replicaciones en cada une de 
los tratamientos. 

3) Matriz de Tratamientos. 
de vitamina B-12. 

Para los resultados de producción 

En este caso para explicar el procedimiento de c:Alculo, se 
tomar~ como ejemplo los resultados que provienen del tiempo 4 
C96 h> de fermentacion: · 
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A 

a a a 
'O . ·1 2 

4989:670 4498.667 
be .. 4791.111 3999.333 

9779. 781 --c-8498.000 
3738.000 
3840.000 

B b 
1 7578.000 

2963.333 2674.000 
b 2730. 000 2440.667 

2 
5693.333 5114. 667 

4) Tabla de coeficientes de contrastes 

Factor 

Tratamiento Total A B AB 

YI.. COEFICIENTES DE CONTRASTES 

1 YOO. --1 -1 +1 

a YlO. +1 -1 -1 

b YO!. -1 +1 -1 

ab Yll. -+-1 +1 +1 

-----------
CONTRASTE !q l q q q 

! A B AB 

Los contrastes Cqi) para cada factor se calcula mediante la 
re.1 ac i C>n: 

t 
q J: Ci Yi. = C1 YOO. + Ca YlO. + Cb YO!. + Cab Y11. 

! i 
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· 5-> AnAl isis del mode1o 

Se emplea el anAlisis de varianza <Al~ADEVA> con el fln de 
conocer que Tactor o interacción de iactores presentan efecto 
sobl"'e la variable de respuesta y de esta. Terma establecer el 
modelo empJrico que gobierna a la variable de respuesta 
<prcducciOn o ~roducciOn especlf.ica de vitamina 13-12>. 

Tabla de ANADEVA 

Fuente de 
VariaciOn 

A 

B 

AB 

E 

! = 1. ••• 2 
j = 1. .•• 2 
k = 1. ••• 2 

Grados de 
Libertad 

a-1 
1 

b-1 
1 

(P.-1) Cb-1) 
1 

<r-1>t 
5 

Suma de Media Fcal 
Cuadrados CuadrAtica 

se MC 

4326S7.88 432657.88 10.79* 

6974703.52 6974703.52 173.87** 

61796.34 61796.34 1.54 

200572.90 40114.58 

P~ra el calculo del error experimental se emplearon las 
replicaciones de los 5 tratamientos. 

Los calcules se realizaron ·empleando 
ec:uac i enes: 

se 
ql 

= q'2 I r fe '2 
I· 

Me = se I 91 
qi 

Fcal = MC I Mee 

(para A, B y ABl 

Cpar·a A, B y AB> 
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r b 
sce = r. :r. 

k=1 j=1 

Mee = se 
qe 

a 
l: 

1=1 

2 
YiJ k 

b 
r 

j=l 

a 2 
!,. Yij·. 

1=1 

r 

La •Fcal~ a51 obtenida Se campará con la •F• 
tomando en cuenta que: 

de tablas, 

Si •Fcal" >= •F• de tablas F 1, Cr-1 J t, 1-0(. No hay efecto 
del iactor a probar. 

Si "'Fcal" < "F" de tablas F 1 1 Cr-1> t, 1-0( Hay efecto del 
factor que se prueba. 

Donde: 

t = tratamientos = 5. 

F 1, <r-l>t = F 1 1 S ; a o.os = 
a = 0.01 = 

ol. = Nivel de signif icancia. 

6. 61 
16.30 

Cuando el valor obtenido de los datos experimenta·les es mayor 
a una significancia del S % se dice que es significativo y 
cuando es mayor a una signif icancia del 1 % es altamente 
significativo. 

Por lo tanto, para los resultados que se estan analizando en 
este ejemplo del anexo, solo hay eTecto de los factorcz 
principa.les concentraciOn <C> y tiempo de adiciOn <TJ del 
precursor cobalto al tiempo de 96 h de fermentaciOn. La 
ecuaciOn a la que se llega es de la forma: 

y = b + b 
o 1 

Donde: 

C + b T + E 
2 

Y = Variable de respuesta estimada. 
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b , b y b = CoeTicientes de·detern1inaciOn e·stimados. 
o ·1 2 

6) EstimaciOn de los coeficientes de regresiOn. 

Estos coeficJentes representan el grado de asociación que 
cada uno de los factores presentaren sobre la variable de 
respuesta. Se calculan empleando l_as siguient·es ecuaciones: 

Para estimar b 
1 

As! para: 

y b 
2 

b = qi I r iC ~2 
i 

bl = q I 2('11 = -1860.'147/8 = ~232.556 
A --------

b2 = q I 2(4) = -7469. 7S1/B. ·= -933;723 

Para la estimaciOn de b 
o 

B --------

se obtiene ·eJ valor promedio de los 10 resultados. 

10 
be = :[ Yij. 

i=l 
/ 10 = i4988.67 + 

•• + 2440.667¿ /10 = 3666.T3114 

En el caso en que se 
factores estudiados 

obtenga efectos de la 
b , el c&lculo para 

12 
con la siguiente ecuaciOn: 

q / 4 
All 

La ecuaciOn que se obtiene es: 

v = 36_66. 3114 - 232. 556 e - 933. 723 T 

-1-97-

----:------
interacciOn de los 
b y b se calcula 

1 2 



7) Prueba del efecto cuadrAtico 

Esta es una forma de determinar si el modelo emplrico 
presenta· ·o nb efecto cua.dr~tico.· F'ara. ello se comparan lo~ 
promedios de los cuatro punto~ del factorial 2~2 con el 
promedio de los valor·es del punto central del diseÑo 
experi~ental por medio de una simple diferencia: 

d = y 
e 

Donde: 

d = Diferencia. 

·y = Promedio de los :-c-uatr.o:- putitc:JS- de-1_ ~ac:tOr-ial _2"'2_. 
f 

Y = Promedio de los resultados del pun~o central. 
e 

la cual es una medida de la 
Para determinar si esta 
cuadr~tico es necesario 
diferenc_ia: 

curvatura 
diferncia 
construir 

total de la sUperficie. 
es debida al efecto 
un intervalo de la 

d + Sd 

Donde: 

Sd = ./ ------------------HCe [ 1 /S + 1 /2 J 

si en E~tc intervalo se localiza el valor de cero, 
asesurar la ausencia de un efecto cuadratico. 

se puede 

e> Fuerza de asociaciOn entre la variable de respuesta y el 
modelo. 

En este paso se determina el coeficiente de correlaciOn <r"'2> 
del modelo emplricc para evaluar el grado de a.sociacibn entre 
los factores concentracibn (CJ y tiempo de a.dicibn <T> del 
precursor y la variable de respuesta. La ecuaciCn que se 
emplea en este caso es: 

r"'2 = se 
ef 

- 2 
I i. !Y - Yl 
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Donde: 

r"2 = Coeficiente de correlaci6-n.· 

SC =.Suma ·de cuadrados de les ·efectos --signi::ficativos del 
ef dise~o experimental. 

Y = Variable de respuesta en cada. LI:na: de'·JAS ·re_p·l~~.i:=a:~~:'?nes-: 
del diseÑo experimental. ::-:~-' 

y = Variable ·de respuesta 
experimental. . .,, ~--co 

. ' •. : __ ·:·.:.: ;.:·:· .... ,_. ';" ' --- - "- ... --.. ~.> /' :'.'~\~._.,-.,-, 

tc~a.~~S ~~~: ~j ~m~1 ~ - .en En el caso particular que se e_stA 
este anexo, se tiene que: - · 

rA2 = 432657,88 + 6974703.524 I 7710379_.311 

rA2 = 0,9607 

9) ConstrucciOn de las grAficas de contorne. 

Para su construcci6n se parte de la ecuaciOn estimada que se 
obtiene, se despeja a una de sus variables independientes <C 
O T) y se les d~ valores a Y y a la otra variable, a esta 
dltima en unidades codificadas <ver anexo_e_>. Por ejemplo 
para el caso particular -que se estA tratando en este anexo: 

C = [- 933.723 T + 3666.3114 - Y J / 232,556 

En es~e caso se les dieron valores para hY" -entre Z,500· a 
5,500 en incrementos de 500 ug/l y para T entre -2 a 3 en 
unidades codificadas y en incrementos de 1. La 9rafica que se 
obtuvo mediante este procedimiento se muestra en la f i9ura 42 
fsecciOn Viib) correspondiente al texto de resultados y 
di scus i On. 

Un procedimiento similar fué empleado para el an~lisis de 
resultados donde se empleo glicina como precursor de vitamina 
B-12 al Oltimc dla <144 ~) de .fermentaciOn, para producciOn 
(figura _36_, secciOn Viib del texto de resultados y 
disc:usfOn) )'para producciOn especifica (-figura _37_, sección 
VI lbl. 

En este mismo anexo, las figuras _42_ a la _44_ <sección 
Vi ib) corr1?sponden al comportamiento encontrado en la 
produc:ciOn de vitamina B-12 y las -figuras _45_ a la _47_ 
<secciOn Viib) para la producciOn especifica de esta misma 
Vitamina al 4c. 5c. y 60. dla de fermentación, cuando -fué 
estudiadc el precursor cobalto en el medio de fermentaciOn. 
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Vltld. ANEXO "I 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA EL ANALISIS DE LOS RESULTADOS 
EN EL DISEÑO PLACKETT-BURMAN !Box, et al. 1978). 

El análisis se reali20 en las siguientes variables de 
respuesta para los tres Ultimes dlas de fet"mentac:ibn: 

- Crecimiento <sil). 
- ProducciOn de vitamina B-12 < Jis O mgll>* 
- ProducciOn especifica de vitamina B-12 < µ9 :s-1219 de cel .. ·> 

En base a la tabla de coeiicientes <CiJ del diseÑo Plackel~
Burman, y al ~&sultado total de cada tratamiento, se 
determino el efecto de los factores sobre las variables de 
respu~sta. 

Los resultados que se obtuvieron al emplear ~ste 
dise~c se muestra!) en las tablas. 1, 2 1 y 3 del 
anexo. 

lipc de 
presente 

El pt"ocediroiento de calculo comprende los siguiente pasos: 

1) Tabla de coe~icientes del contraste. 

Se presenta la tabla de coeficientes y total~s empleada en el 
~n~lists de crecimiento. De i9ual Terma se. utilizan los 
mismos coeficientes en las·otras dos variables de ~espuesta: 

FACTORES 

tratamiento total* A B· c D E F G 

Yi. COEFICIENTES DEL CONTRASTE lCU 

1 21. 2147 +1 +1 +1 -1 +1 -l -1 

- .2 20 .. 08574 +l H -l +1 -1 -1 +1 

3 20.5267'1 +l -1 +1 -1 . .:.1 +1 +l 

4 20.199"12 -l +1 -1 -1 +1 +1 +1 

5 22.06534 +1 -1 -1 +1 +1 +l. -1 

6 19.9309005 -1 -1 +1 +1 +1 ~l. +l. 
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TABLA. 1 RESULTADOS 
PARA EL 
shel"'mani i 

100 

OBTENIDOS 
CRECIMIENTO 
EN LOS TRES 

EN EL: DISEÑO PLACKETT-BURMAN 
t9/l) : DE:_ .. -, P~_Dp_i_cOlbact:eriUm 
UL TIMOS .DIAS DE:>F:ERMENTACIO~I. 

:-: .. : :<>':: 

TIEMPO DE. F:ERMENTAcioi ,¡·L U . 
:~--~ .. -- . ·:;;o::·--

tr-·ataTriiento . Yij y¡ . Y!j Y! 

1 10;7702 . 21.21-47 -10.2430 21.0579' ·' 10:2351- ,20.1641 
10.4445 10. 8150 • -- ~;o·-_, . ·9. 9290 

2 10.1959 20.0857 11. 1132 . 21.5577 10.2351 19.7761 
9.8898 10.4445 9.5409 

3 10. 4409 20.5267 10.0037 19.6975 9.5707 19.4997 
10.0858 9.6938 9.9290 

4 10.8114 20.1994 8.7063 18.4001 10.1567 19. 4703 
9.3881 9.6938 9.3136 

5 10.9446 22.0653 10.8525 21. 6675 10.7702 21. 7576 
11. 1207 1.0. 8149 10.9874 

6 10.1195 19.9309 10.1606 20.3249 11. 1524 20. 7325 
9. 8114 10.1642 9.5801 

7 10.7702 21. 6675 11.9369 23.2614 11.9364 22.8337 
10.8973 11. 3245 10:8973 

8 11. 1524 22.0085 11. 2386 22.4769 11.1132 22. 4691 
10.8561 11. 2383 11.3559 

Yij Crecimiento obtenido en la j~sima replicaciOn del i~simc 

tratamiento. 
Yi = Crecimiento obtenido al sumar las replicaciones en el 

i~simo tratamiento. 
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TABL:A 2 RESULTADOS.OBTENIDOS EN EL DISE;;;O PLACl<ETT-BURMAN.PARA LA 
PRODUCCION DE VITAMINA B-12 <,U.9/ll EN LOS TRES ULTIMOS 
DIAS DE LA FERMENTACION. 

TIEMPO DE FERMENTACION (hl 

100 122 ¡qs 

trata
miento 

YIJ YI Ylj YI Yi j Yi 

1 6724.667 13491.334 7252.000 13636.000 6570.667 13384.000 
'6766. 667 6384. 000 6813. 333 

2 8129.333 15064.000 7998.667 16408.000 8894.667 16996.000 
6934. 667 8409. 33 8101. 333 

3 6962.667 13953.334 7289.333 14592.666 8012.667 16128.000 
6990.667 7303.333 8115.333 

4 7942.667 14372.334 7210.000 13612.667 7636.444 15056.444 
6430.667 6402.667 7420.000 

5 6892.667 13570.666 7233.333 14756.000 7438.667 14574.000 
6678.000 7522.667 7135.333 

6 6342.000 12791.334 6379.333 12791.333 6351.333 13094.666 
6449.333 6412.000 6743.333 

7 7224.000 14046.666 7690.667 15339.334 7849.333 16~31.334 
6822.667 7648.667 8582.000 

8 7200.667 13939.334 7247.333 14852.413 8185.333 16800.000 
6738.667 7605.080 8614.667 

Yij ProducciOn obtenida en la jésima replicaciOn del iésimo 
tratamiento. 

Yi. = ProducciOn obtenida al sumar los resultados de las 
replicaciones en el iésimo tratamiento. 
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TABLA 3 RESULTADOS OBTENIDOS EN EL DISE¡:¡o PLACKETT-BURHAM PARA LA 
PRODUCCIOM ESPECIFICA DE VITAMINA B-12 <,UgB-12/g cel.l 
EN LOS TRES ULTIMOS DIAS DE FERHENTACIOM. 

TIEMPO DE FERMENTACION <hl 

100 122 145 

tratamiento Y!j y¡ Yij y¡ Ylj y¡ 

1 624.377 1272.247 707.998 1298.293 641.973 1328.137 
647.870 590.295 686.177 

2 797.312 1498.504 719.745 1524.890 869.034 1718.147 
701. 192 805.145 849. 113 

3 666.863 1358.981 728.666 1482.067 837.210 1654.545 
692.118 753.401 817.335 

4 734.660 1419.644 828.134 1488,624 751.861 1548.547 
684.984 660.490 796.666 

5 629.776 1230.278 666.512 1362.093 690.671 1340.080 
600.502 695.581 649.409 

6 626.712 1284.041 627.848 1258.688 569.504 1273.391 
657.329 630.840 703.887 

7 670.740 1296.830 644.277 1319.683 657.596 1445.13~ 

626.090 675.406 787.537 

B 645,661 1266.387 644.859 1321.570 736.542 1495.149 
620.726 676.711 758.607 

-yij--~-p;;d~~~¡o;;-;;p;~l+i~;-~~id;-;~-¡-;-j~si~;-~;p~;~~-d;} 
i~simo tratamiento. 

Yi. = ProducciOn especifica obtenida al sumar las replicaciones en 
el ié-simo tratamiento. 
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7 21.66746 -1 +1 +1 +1 -1 +1 -1 

e 22.00850. -1 el .-1 -1 -1 -1 -1 . . ------------------------* Como resultado de ·dos repl~caciones~ 

2> C~lculo de q, se, MC-·y Fcil para cada· cada Tactor en 1& 
variable de respue-sta •cr·ecimiento!'. __ De la misma manera se 

·realizaron los· cA.téulos ·para las:.otras dos variables de 
respuest~. 

Para ello se emplearon las siguientes TOrmulas: 

t 
q = I: 

! 
Ci Y . = 

! ¡· 
e y • 

1 
+ e Y • 

2 2· 
+ ••••••••• e 

t 
y • 

Donde: 

e¡ contraste. 

]:. = Sumator~a. 

· 1 

· SCq = 

Fea! = SCq I MCe 

SCe 
2 

= I: 
j=l. 

e r. y ~2 
!=1 .· !j 

Mee = SCe I 91 

gle = <r - lJ t. 

SCq = Suma de cua.drac!os del contraste. 

t 

8 
f: i Y ~2 • Ir] 

! =l ! 

( 1 l 

(2) 

(Sl 

l '1 l 

(5) 

Coeficientes al cuadrado de cada tratamiento en 
cada uno de los factores. En este caso es igual a S. 

Y • = Totales de tos resultados (suma de las replicaciones 
i en et i~simo tratamiento). 

y 
lj 

= Resultado obtenido en 
i~simo t1-atamier1tc. 

la jésima replicaciOn del 

r = Nllmero de replicaciones, r 1 •••• 2. 
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'. 

Fcal = •F• calculada (distribucicn •F"l. 

t = Ttatamiento, .t = 1~ .•• s. 
. . . 

MCe = Med.ia CuadrAtica de cuadrados ,de-f·::error·· eXper1me.·nt.ai. 

9fe = Grados de 1 ibertad del erro-,...:,~~~~~~~'.-i~:~~~-~~i:~ 
SCe = Suma de cuadrados del erro•"• 

= Doble sumatoria. 

2il Calculo de la media c:uadrAtica del error expérimenlal 
CMCel, 

Esta se realizo para las tres variables de respuesta. Como 
ejemplo se darA el procedimiento para el crecimiento al 
tiempo t4_ tl~O h) de la fermentac:iOn: 

tomando los datos de la labla 1: 

SCe = CI0.7702JA2 + C10.4445JA2 + C!0.19592JA2 + !9.8SYB?(A2 
+ (10.44092)A2 + (J0.08582)A2 + 10.S1136)A2 + (9.38806)A2 
+ !10.94464JA2 + C11.1207JA2 + (10.11948)A2 + 
(9,8114205)A2 + (10,7702JA2 + !10.89726JA2 + <11.152'1)A2. 
+ !10,8!561JA2 -- •• (21.2147JA2 + (20.08574JA2 + 
!20,52674JA2 + (20.19942JA2 + (22.06534)A2 + 
!19.9309005)A2 • <21.66746JA2 + !22.0085JA2 I 2 l 

SCe 1761. 709241 - 1760.418495 

SCe = 1. 2907461 

----------------------
MCe = 1. 2907461 I 8 (2-1! 

MCe = 0.161343262 
--------------------------

Este t~rrnir10 se usa como una medidc:.. para indicar si ha.y 
efecto.o no del factor, como se ejemplifica a co.nt.inuaciOn: 

211) CAiculo de la si9nificanc:ia del factor "A• sobre la 
variable de respuesta. "crecimiento• al tiempo t4 <100 h) de 
fermentaciOn: 

qA : 21.2147 • 20.08574 • 20.52674 - 20.19942 
20.06534 - 19.9309005 - 21.66746 - 22.oos~o 

qA = O. 0862.395 
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2 
.se qA = e o. OS62:395 ¡ / 1·6 0.0004648 

SCqA = 0.0004648 

Empleando la MCe calculada en el punto 21·: 

Fea! = o.0004648 / 0.161:34:325 

Fcal = 0.002881 

La "Fcat • as! obtenida, se compara con la 11 F" de tablas y se 
toma la decisiOn; con base. a la siguiente re9la: 

He: No existe efecto del 
respuesta. 

f ac: ter sobre la variable de 

Ha: Existe eTecto del Tactor sobre la variable de respuesta. 

1-0.C.se:- rechaza Ho. 

Si •Fcal • < 1- oC. no se rechaza Ho. 

Las "Fcal" par-a los demAs factores a los tres ft.ltimcs dlas de 
ferme_ntaciOn y para las tres variables de respuesta se 
muestran en la tabla _XXIII_, secciOn Vive correspondi~nte al 
texto de resultados y discusibnJ. -
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VIIie• ANEXO 5 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA COMPARAR. LOS RESULTADOS 
OBTENIDOS CON LOS RESULTADOS.DE LA FERMENTACION CONTROL. 

En rouchas si tuac ines se desea determinar- s·1-· un t'ralamientc 
presenta. un e-Fecto di.fer-ente al tratamiento coiitrol. Dunnett 
CGilt, 3. L. 1979> desarrol16 la prueba.de "t"- ~stablecfend6 
el siguiente estadlstico de prueba: 

Donde: 

t = 
D 

!Ye - Yi) 

"t" de Dunnett; t m 1 r 
D 

ro = t-1; r = Crc-JJ + Cri-1) 

t 0.95; J,S = 3.6 
D 

t 0.99¡ l,B 4.81 
D 

Ye = Valor promedio del resultado del experimento control. 

Yi = Valor promedio 
comparar. 

de cada uno de los experimentos a 

re = N~mero de replicaciOn en el experimento control. 
re = 3. 

ri N~mero de replicaciones en el experimento a comparar. 
t"Í = 3. 

MCe = Media cuadrAtica del error experinient.:i.J. 
como se describe en el anexo 4. 

Se calcula 

Para comparar el crecimiento obtEnido en el dise~o Plackett
Burman (~nexo 4) con r~speclo al obtE11ido en el experimento 
control, se emplea el valor de la media cuadrada del error 
CMCe) caJcuJ~do en el ane~c de Plackett-Eurman y el valer 
promedio del crecimiento en el experimento control al mismo 
tiempo de fer~en~~ciOn se procede a realizar los calculas: 

tiempo 
( h} 
100 t4 

Ye 

6.671 

MCe 

o .1613433 

CaJcula.ndo para el trc:.tamientc "1" al tiempo t4 ClOO hJ de la 
ferment.=.ciOn: 
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t 
D 

t 
.D 

= !:?. 605 ** 

Las "t " para los dem.1s tratamientos en las tres variables de 
respuesta a los tres óltimos dlas de fermentaciOn se muestran 
en las tablas -_XXIV_ y _XXVIII_ <secciones Vive y Vivf 
correspondi~ntes al texto de resultados y discusiOn). 
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VII if, ANEXO 6 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA EL ANALISIS DE LOS RESULTADOS 
EN EL DISE~O FACTORIAL 2"'3 tBox, et al. 1979J. 

Cqmo ya se dijo al principio del anexo, les experimer1tos 
factor ia.les son aquel los que involucran varios iac:tores con 
el Objeto de estudiar sus efectos sobre la variable de 
respuesta.. En este caso e-n particular se esludiar.!i.n los 
siguientes factores: concentracibn de 9licina, de glucosa y 
de nitrOgeno ··proporcionado por el agua de cocimiento de maíz 
<ACM>l a dos niveles de concenlraciCn <mencionados en el 
texto>; sobre las siguientes variables de respuesta: 

- Crecimiento Cg/l J. 
- Produccibn d~ vitamina B-12 ( µ9/JJ. 
- Producc:iOn especifica de vitamina B-12 ( ).J.9 B-12/g cte celJ 

Al emplear un diseÑo factorial 2"'3 se pfantean los si9uierites 
pasos: 

1) Modelo: 

y = b 
o 

+ b 
1 

A + b B 
2 

BC+b ABC+E 
123 

+ b 
3 

Y = Variable dE: res.puesta 

b = T~rmino independiente 
o 

e + b 
12 

b ' 
1 

b y b c:oeTicientes de 
2 3 

A B + b 
12 

regresiOn 

A C + b 
23 

asociados 

respectivamente 
principal de A, 

a los factores que presentan efecto 
By e, resiectfvamente. 

b ' 
12 

b ' 13 
b 

23 
Coeficientes de r_e9resiOn asociados 

respectivamente a lP. doble interacciOn al combinar los 
efectos de les factores A, B 1 A C y E C. 

b = Coeficientes de re9resiOn asociados a 
123 

int.erEcciOn al 
fac:tor·es A B c. 

combinar 

E = Error experimental. 
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2>Natriz y .codif.icacit)n·· .. d_e ,tr_a:.tamie"ntoS, totalE-s y valores di= 
la: .. variable· de- .r.espues~~-j-_ . 

bo 

---------
Yoool 
Yooo2 

·ao --·-

bl 

, ,Yolo.lc 
Yo1o2' 

A 

bo 

... Ylo,;f 
--. -~-,~:y lciC2J 

al. 

bl 

··y 110'1' 
'Yllol 

c:o Yeco. : ' ·Yol·o; .. _ ~ ·: ·-::y rae~---- . Yllo •. 
: : 

YoooJ" Yolor .·- ._Yloor > - Y11or 
( 1l !bl ( a:l !abl 

e -----------'r•ool 1 Yolll Y lo U Y1111 
Yoo12 Yo112 Ylo12 Y1112 

e: 1 Yool. Yoll. Ylol. Ylll. 

Yoolr Yol·lr Y1o1r Ylllr 
(e:, (be:, <ac> (abe) 

ao, bo 1 co ~ son los niveles bajos de loS factores A, E y e, 
res pee: ti varnente. 

Y = Variable de respuesta. 
r = Replicaciones. 
Los sublndic:es de Y indican de izquierda a derecha, el nivel 
e11 qué se enc:uent·ran los factores A, B y e y el ntl.mero que se 
encuentra al final es.la replicacibn. 
Yooo. = Significa la cantidad total que resulta al sumar los 

resultados obtenidos en las replicaciones en cada 
uno de los tratamientos. 

En el caso de la variable de respuesta "producciOn de 
vitamina E-12• el anAlisis se realizb en base a este diseÑo. 
Para el caso de las otras dos va1·-iab1e·s de. respuesta el 
anAlisis fu~ conveniente hacerlo como un factorial 2A2 Cver 
anexo 7). 

Matriz de tratamientos para los resultados de "Producción de 
vitamina B-12": 
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A 

ªº al 

ll bo bl bo bl 

7080.666 7975.333 9300.666 8185.333 
c:o 6808.666 7385.333 9604.000 7578.666 

7060.666 7952.000 10558. 666 7840.000 

( ll (bl (a.) <abl 
e 

5154.000 8171.333 7588.000 8759.333 
el 6729,333. 7513.333 8353.333 8759.333 

7037.333 7509.333 9576. 000 8614.666 

( ~ 1 (be: 1 tac> (abe> 

A = ConcentraciOn de Glucosa. 
ll = ConcentraciOn de NitrOgeno <ACM!, 
e = ConcentraciOn de Glicina. 

3) Tabla de Coe..f i e i entes de Contrastes: 

FACTORES 

·Tratamiento Total* A B c All AC BC AEC 

COEFICIENJES DE .COl~TRASTES (C!l 

l 20949.996 -1 -1 -1 +l +l +l -1 

a. 29493.332 +l -1 -1. -1 -1 +l +l 

b 23312. 66é -! +l. -1 -1 +l -1 +l 

e: 19520. 666 -1 -1 +l +l -1 -1 ·•l 

ab 23603. 999 +1 +l -1 +l -1 -1 -1 

a.e: 25517.333 +1 -1 H -1 +1 -1 -l 

be: 23193.999 -1 +1 +l '-1 -1 +l -1 

abe: 24971.332 +l +1 +l +l •l +1 +l 

* Total de los re=:ultados en cada uno de los lratamientos. 
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4> Los contrastes '<qi) de cada ... unc de les 
calculan como se indico· en el. anexo dé 
Obte~iendose lo5 si9uientes valo~es:. 

factores se se 
Plackett~~urman. 

Factor:,· 

-A 
B 
e 

AB 
AC 
BC 

ABC 

16608.667 
399.333 

4156.665 
1247!. 335 
1060.667 
6653.997001 
4032.'567 

5) AnAlisis del modelo. 

A partir de les "qi" calculadas se realiza el anAlisis de la 
varianza <ANADEVA> con el fln de conocer que factor .y/o 
interacciones de los ~actores presentan efecto sobre la 
variable de respuesta "Pr·oducciOn de viamina B-12"' y de esta 
forma poder establecer el modelo matemAticc que gobierna a 
~ste par~metro, bajo las condiciones de ferrnentaciOn 
tabaj adas~ 

Fuente de 
VariaciOn 

F.V. 

A 

B 

e 

AB 

AC 

BC 

ABC 

Error Exp. 

TABLA DE ANADEVA 

Gr·ados de 
Libertad 

es ll 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

1 

8Cr-1l=16 

Suma de 
Cuadrados 

se = cqA2/8rl 

11493659.15 

6644.45187 

719¡>10.9968 

6480591.528 

46875.60353 

1844819.637 

677600.1305 

53623333.30 

Media 
CuadrAtica 

Fcal 

MC = CSC/gl l SCq/MCe 

mismo rió.mero 34.29** 

0.02 

2.14 

19.34** 

" 0.14 

5.5* 

" 2.02 

335145.8313 

NOTA: q 1 se, MCq, HCe >' Fe.al se determinan como ya antes se 
explico en el a~exo de Plackett-Burman. 
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La "Fcal" ast obtenida. se---compara con-. la ·.F. de tablas, 
pr"'opontendo las siguient_es hip"Ot.esi_s:.-· 

- , - ---
. f'lo existe efecto d·e1--·::,-ci:_=c··t~~·:: S6b·¡,_e:·:·-.·f~-~'-. de 

·--;· respuesta.-~ -·.- · :·,":_ . ' _ ·::·-_:· :.j 
E~ i ste efecto- de i,-_ . ., ac t_or~ :sóbí-'.e::.'i á-~.::v·~¡;,.-fj3,b1e'S_':··de_ ·.-.respuesta. 

·e·,- : --, • ,,._.,,._ -.-_ .... ·-' ·•~··' •' , ,-- '"_,:.,,., C• • ;_ ••, • -_.- • 
Ha: 

SI 
SI 

Por 
· .... 

F 1, B!r-1> = F 1, 16, 1;""' =.'h.()5 = A.49. °' =-,0~01-·= s~ss_ 
¿ = Nivel de signif icancia. 

En este caso el .factor A y la interacciOn 
efecto siglluficativo; mientras. que la 

A. B pre-sentaron 
interacciOn E C 

presentar. efecto altatnente significativo. 

Por consiguiente 
cuenta que si 
interacciones. 
modelo. 

se establece el modelo emplrico, tomando en 
existen efectos significativos entre las 

los efectos principales deben aparecer en el 

Donde: 

y = b 
o 

+ b 
1 

A + b 
2 

B + b 
3 

e+ b A B + b Be +.E 
12 13 

Y = Variable de respuesta, ProducciOn de vitamina B-12. 

b = T~rmino independiente. 
o 

b • 
.1 

b • 
2 

b = Coeficientes de regresiOn asociados a cada uno 
3 

b • 
12 

b 
13 

de los factores CA, B, Cl que presentaron 
e~ecto sobre la variable de respuesta. 

= Coeficientes de regresiOn asociados a la 

interacción de A B y B e, respectivamente. 

E Error Experimental. 

6) Estim~c!On de los coeficientes de correlaciOn. 
utili=O la si9uiente ecuacion: 
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qi I r i C ""2 
i 

de est·a- for-ma se c:alc.u·larbr1 cada· uno de- los coef ic.ienles·; b , 
1· 

b ' 
2 

b_ -•.·.b y b • Para estimar el valor de b , so_lo-_ se toma 

el 
en 

2 12 23 o 
v·alor promedio de la suma 

la mat-r-1:: de resultados. 
de los 24 resultados 

Al fihal se obtiene la siguiente ecuaciCJn: 

obtenidos 

Y= 7940.1305 + 692,026 A - 16.639975 B - 173.194375 C 
519.639 AB + 277.250 BC 

7) Se calcula el coeficiente de determinaciOn Cr"2} del 
modelo para determinar su capacidad de predic~ibn. r"2 debe 
ser lo m~s cercano a "1", para poder ser aceptado. En este 
caso se obtien una r"2 = 0.966. r""2 describe adecuadamente la 
predicciCJn del modelo. 

La ecua.ciOn c¡ue se emplea en este caso es la siguiente: 

r"'2 = 

Donde: 

se t rtt-1> 
E 

r~2 =Coeficiente de determiryac10n O de correlaciOn •. 

SC Suma de los cuadrados de los efectos del modelo. 
E 

5 "2 = Varia.nza de los promedios de los tratamientos. 
y 

t = N!lmero de tratarnientos. 

8) Ccnstruc~iOn de las grAficas de contorno. Para su 
construcciOn se parte de la ecuacibn que se obtiene y se 
despeja a una de sus variables independientes, por ejemplo 
•A•. Como en ~ste modelo se relacionan los ~ factores 
estudiados, se opto por fijar arbitrariamente los niveles de 
uno de los factores, por ejemplo •s•. Posteriormente se le 
dieron valores a •y• >' a la variable •e•; a este O.lt.imo se le 
recomienda dar· los valores en forma de unidades codificadas 
Cuc> <ver anexo _B_l, con el fln de facilitar los cAlculos. 
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Las ecuaciones que se obtuvieron- para cada uno de los niveles 
de .ntt.r09eno - propuestos y de producciCln de :-y.it.am}na __ ;:·_E~12,, 
Tueron _las _siguientes: 

Nivel del 
factor •B• 

~1.s 

-1.0 

-o.s 

o.o 

o.s 

1.0 

1.5 

A = 

A = 

A = 

A =-

A = 

A = 

A = 

EcuaciOn 

Y-7965.096813+569.059375 e 
---------------------------

1471.4665 

Y_-7956. 777375+450. 444375 e 
---------------------------

121t;667 

Y-7948.457936+311.619375 e 
----~----------------------

951.6475 

Y-7940.1385+173.194375 e 
---------------------------

692.028 

Y-7931.819063+34.569375 e 
---------------------------

432.2085 

Y-7923.499625-104.055625 e 
---------------------------

172.369 

-Y+7915.180188+242.680625-C 

---------------------------
87.4305 

Ráii_90 
-':de 

'i;~;>J_:El'.:i'~~~-s. 
•Y_•' ()l9/ll 

6,000 a 10,000 

e,ooo ª 9,500 

7,000 a a,soo 

7,500 a a,soo 

'7' 500 a a,ooo 

s,ooo 

ª•ººº 

Con los valores cbtenidos al emplear éstas fO~mulas~ se 
construyen las 9rAfir:::as de concentracibn de glucosa <AJ vs 
concentrar:::ibn de 91.icina- CCJ. Cada llnea que se obtiene 
representa. un valor emplrico de produr:::cibn de vitamina B-12 
C~igura _62_, secciOn Vive en el texto de resultados y 
discusiOn). 
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VIII g. ANEXO 7 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA EL ANALISIS DE RESULTADOS EN UN 
DISEÑO FACTORIAL 2"2 (Box 1 ~t al. 1976), 

En virtud de que el anAlisis de varianza en el dise~o 
factorial 2A3 para crecimiento de p,5hermanii y prcducc:iOn 
especifica de vitamina B-12, indico interac.ciOn altamente 
significativa de AB para ambas variables de respuesta y de A 
y B para crecimiento; y efecto significativo de B para la 
produccibn espec\.fic:a de vitamina B-12. Fu~ Conveniente 
analizar los resultados como un factorial 2""2 ya que son 
solamente dos los efectos que intervienen en el 
comportamiento en cada una de estas dos variables de: 
respuesta. 

Al emplear un factorial 2A2 se plantean exactamente les 
mismos pasos que para un factorial 2""3 (anexo 6>. 

11 Modelo: 

y = b 
o 

• b 
1 

A + b 
2 

B + b 
12 

A B + E 

2) Mati-1: y codl_.ficaclOn de lo~ tratamientos: 

A 

ªº al 

Yool Ylol 
Yoo2 Ylo2 

be Yoo. Ylc. 
: 

Y cor ( 11 Ylor Cal 

B 
Ycll Ylll 
Yo12 Y112 

bl Yo!. Yll. 

Yo!r- (b) Yllr tab> 

A = Concen t.r ac i On de gluc:osa. 
B = Concent.raciOn de nit.rOgeno CACMl. 
r = Replicaciones, r = 1 .... 6. 
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3) Matriz de ~esultados: 

Par a· .. e.xp_1 i Car. .. e.l pt:e-.S_en'.te ·.anAl is i'_c_, . s.e lo~a~~·ri ·e-Orno· ej enlp lo 
Jos resultB.dcs-<-:Cbt'e~idOs'.·Par_a la- P.·r.-6ducC10n _._"e.~Pec:;lfic.a de 
vi ta.m·ina .. B--12~·. · 

bo 

B 

bl 

·ao· 

744.745 
602.4S7 
704.028 
716.715 
709.062 
715.3a4 

728.895 
678.564 
656.690 
726.247 
756.660 
7:32. 214 

a.1 

735.766-
612.629 
762.600 
682.192 
873.410 
773.133 

625.183 
6'72.399 
584. 850 
581.200 
621. 785 
665.873 

3) Tabla de Coeficient~s de Contrastes: 

Trata
miento 

1 

b 

ab 

qi 

FACTORES 

Total* PromedfO COEFIC r·ENTES DE CONTRASTES (e i) 

Yi. A B AB 

4192.421 698.737 -1 -1 +1 

4439.'7SO 7S9.9SS +1 -1 -1 

4279.270 71~.217 -1 +1 -1 

3751.289 625.215 +1 +1 +1 

16662.7109 694.277 -2_80. 672 -601.542 -775.2896 
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q) AnAlisis del .modelo. 

rea~·¡z·~ ~:J .. >~·n:~:Í:i,s'r~ ·,de var ia.n%a CANADEVA>_, con -el :f tn· de. 
conocer· "'q.Üéi;··f~~.t'_or:_.__o-,:--1.nteracciones de_ -factores Pr-e-sentan 
eiecto. sobr-e ·ta ::varfabl_e. de r·espuesta y de eE>ta ior.ma_· poder 
establ'É>c·ea·r:.:'el'· modelo emp!-r.tco que gobierna a est_e ·par~me_trc. 

<';'· \¿·_ ·.:.:e} 

Se 

., . ,;-.-:· 
-- /;·::.::~ :r:í? 
">-:::;· ·".'-:·~ ~;,:. 

-,· .. TABLA DE ANADEVA 

-Fuenteii de?::~~~~-.~-:-':. ,G~:a-dos ·-de 
va·r fac:-i60 ·<t·· · ·· :Libet--'tad 

F. v,'·cL ·;'(''''"(Cglll 

A 1 

B 1 

AB 1 

E 4Cr-1>=20 

Suma de 
Cuadl"'ados 

se = CqA2/4r> 

3282.374838 

15079.72566 

25044.74849 

65623.19000 

Media 
CuadrAt.ica 

MC = CSC/9ll 

mismo valor 

3281. 1595 

Fcal 

SCq/MCe 

1.0 

NOTA: q, se, MCq, MCe y Fcal se determinan como se explica en 
el anexo 4. 

Tomando en cuenta que: 

F 1, q C l"'-1 > ; ol =o. 05 = 
F 1, q(r-l)J0(":::.0.-0l 

c:;.35 
8.10 

se encuentl"'a que hay eiecto signiiicativo de la interac¿i011 
de AB y del eiecto pl"'incipal de E. Como existe interacci0n 1 
et eiec:to principal de A debe aparecer en el- modelo. 

Por lo tanto, el modelo emplrico al que se llega es: 

y = b 
o 

+ b 
1 

A + b 
2 

B + b 
12 

A B + E 

5) Se estiman los coeiicientes de correlación y el 
de regresiOn (rA2) de igual Terma que en el diseÑO 
2A3 <anexo ·6). 

anal is is 
-factorial 

Y 694.2796 - 11.69468333 A - 25.066S5 B - 32.3073333 AB 

rA2 = 0.999962 
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6) ConstrucciOn de las. 9rAficas _de cbntorno. Para su 
constr:_uc_c_iOn,_._-s_é_ despeja de. la ec:uaciOn obtenida a un-a de- las 

- var iB.bleS;- indep_en'dierites,:· por ·ejEmplo A asigñando valores a 
•y" y a :"B"._ ESte dltirño en ·forma de unidades codificadas 
tuc> (ve.r' anexo_S_), 

A = 1694,2796 - Y - 25.06635 B>/111.69468333 + 32.3073333 B) 

de esta ecuaciOn se construye la sr~fica A vs B1 es decir 
concentraciOn de glucosa vs concentraciOn de nitrOgeno (ACM). 
Cada l lnea que se obtiene repre-senta un valor em'plrico de 
produce i On es pee l f i ca de vitamina E-12 (figura _63_, se ce i t>n 
Vive correspondiente al texto de resultados y discusiOnJ. 

Este procedimiento fu~ empleado para 
•crecimiento•, encontrando que 
si9nif icativo de Jos factores A y B 
ambos <tabla _XXVII_, secc:iOn Vive 

- de resultados y dlscusiOnJ. 

la var·iable de respuest·a 
hubo efecto al lamente 
y de la interacciOn de 
correspondiente al texto 

La eC"uaciOn que gobierna est& comportamiento asl como su 
coeficiente de determinaciOn c~~2J son: 

Y = 11.46337708 + 1.203680417 A + 0,444910416 B 
- 0.168845416 AB 

r""2 = 1.0 

La grAfica de contorno para "crecimiento" microbiano <+isura 
_61_ 1 secciOn Vive correspondiente al texto de resultados y· 
discusiOn) se construyo [concentraciOn de S!lucos.?. vs 
concentraciOn de nitrógeno <ACM>J empleando la siguiente 
ecuaciOn: 

A = Y-11.46887708-0.444?10416 B / 1,203680417-0.168545416 B 
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VII 1 h, ANEX.O S 

PROCEDIMIENTO DE CALCULO PARA DETERtlINAR LAS CONCENTRACIONES 
DE GLUCOSA Y GLICINA POR EL METODO DEL ASCENSO RAPIDO Cl3ox, 
G. et al. 1978> PARA CONFORMAR NUEVOS MEDIOS DE FERMENTACION. 

En el prEsente se describe la obtencibn de los nuevos niveles 
de-1 factor c:onc:entraciOn de glicina (C) y niveles del factor 
conc:entraciOn de glucosa CAJ utilizando el procedimiento del 
~scenso rapido con el objeto de aumentar la produc:c:iOn de 
vitan1ir1a B-12. E~te' procedimiento parte de la informac:iOn 
obtenida del factorial 2"'3 Canexo_6> donde se evalub el 
efecto de la conc:entrac:ibn de 9luc:osa 1 concentrac:ibn de 
nitrOgeno y conc:entrac:iOn.de glicina. 

El modelo obtenido al analizar el factorial 
produc:c:iOn de vitamina B-12 es: 

para la 

Y = 7940,1385 + 692.029 A - 16.638875 B - 173.194375 
519.639 AE + 277.250 BC 

e 
( 1) 

Ya que se obtuvo una buena producciOn de vitamina B-12 hacia 
el nivel bajo del factor concentracibn de nitrógeno <B>. Se 
obtuvieron tres ecuaciones fijando los niveles de ~ste ~ltimo 
factor CE> e~ : -1, -1.25 y -1.5 en unidades codificadas. Al 
sustituir -1.5 en B la ecuación anterior se reduce a: 

C = 1471.4865 A f 589,059375 - (Y - 7965,0968913 / 589.059375) 
(2) 

Esta relaci~n describe una familia de lineas al ser fijado el 
valor de producciOn <Y> (fi9ura _62_, sección Vive 
correspondiente al texto de resultados y discusiOnl. 

e = b'o + 2.498027 A 

La técnica de:l ascenso rApido indica que el rnax.imo cambio 
obtenido en Y se da por una linea paralel_a a (3J, e~ decir: 

Ce b''o - 0.40031~954 A (4) 

Es decir, por cada unidad codificada de aumento en A se debe 
d~ disminuir -0.40031595"1 unidades ccdiiicad.as en B para 
o:::e-guir la ruta del ascenso rApido, la mé.xi1na producciOn se 
obtvvc cuando los niveles de A y B fueron re:;pect.ivarne-nte +1 
)' -1. Al sustituir en 4 y al reordenar: 
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e= ~o.S996B414S.- 0.400315854 A (5) 

e = 1.20026 

las cuales al decodificar da. para la· concentraciOn de 
glucosa A·.= qe g/1 1 _empleando las siguientes relaciones: 

UC = X - Xp I d (6) 

Xp = XI X2 I 2 171 

d =' XI - Xp 18) 

donde: 

UC = Unidad codificada 

X = ConcentraciOn de cada uno de los factores que se 
obtendrA para conformar el nuevo medio de fermentaciOn. 

Xp Promedio e las dos concentraciones -O niveles (bajo y 
alto) utilizados en ~1 factorial 2~s. 23 y 43 gil para 
glucosa , 4 y 12 mM para glicina 1 respectivamente. 

d = Unidad de variacibn. Para glucosa de 10 9/l 
Slicina de 4 mM. 

De e5ta. forma: tenemos, para glucosa: 

UC = X - 33 I 10 
A 

A 48 9/ l 

de la ec:ua.c:iOn (5) 

e = - o.59968 - 0.40032 1-1.5> 

e = 1.20016 ~n uc 

de la ecuaciOn <6>: 

UC = X - B I 4 
e 

e 3. 19936 mM 
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de igual forma se determi~o· para los otros dos.niveles de· A, 
2.0 y 2.5 en UC. Estos valer-es van en aumento dado que la 
ecuac:ibn a Ja que Se llegb para explicar el c:oniporlamient.o de 
Ja producciOn de vitamina B-12, indicó que esle factor debla 
ser incrementada su concentraciOn para poder incrementar a~n 
mA.s la produc:c:ibn de este metabol ito. 

Para los niveles de -J.O y -J.25 del fac~or B, se.partieron 
de las siguientes ecuaciones: 

Para B = -1.0 

C = 1211.667 A f 450.444375 - <Y + 7956.777375 f 450.444375) 

Para B = -1.25 

C = 1341.57675 f 519.756875 + <-Y + 7960.9370 f 519.756875) 

Al seguir el anterior procedimiento para les niveles de 1.s, 
2.0 y 2.5 para A en uc, se obtuvieron los del iactor c. Las 
concentraciones a las que se llego se muestran en. la 
siguiente tabla: 

ACM GLUCOSA GLICINA 

uc gil uc 9/l Uc mM 

1. 5 48 -1.166 3.25 

-1.0 2.15 2.0 53 -1.372 2.50 

2.5 58 -1. 558 1.80 

.1. 5 48 -1. zoo 3.Z3 

-1.25 1.65 2.0 53 -1.420 2. 45 

2.5 58 -1.630 1.70 

1. 5 48 -1. 200 3.20 

-i.5 1.15 2.0 53 -1.400 2.40 

2.5 58 -l. 600 1.60 
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