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INTRODUCCION

l. Phaffía rhodozyma

A principios de los años 70, durante viajes de colección por Japón e islas

del noroeste de los Estados Unidos de Norteamérica, Herman Phaff y

colaboradores aislaron, a partir de exudados de árboles, cepas de levaduras

productoras de carotenoides.

No es raro encontrar levaduras productoras de carotenoides. Las mismas

se encuentran distribuidas en prácticamente todos los ecosistemas terrestres, y

pertenecen a los géneros Cryptococcus, Rhodotoru/a, Rhodosporídíum,

Sporídíobo/us y Sporobo/omyces.

Las cepas aisladas carecían de ciclo sexual definido (Miller, M.W.; 1976),

caracteristica que las diferenciaba de las especies de los géneros Sporídíobo/us

y Rhodospon'díum, los cuales pertenecen al orden Basídiomycotína, y se las

incluyó en el orden Deuteromycorína. Dentro de dicho orden, estas cepas se

diferencian de Sporobo/omyces, por Ia no formación de balistosporas,

característica de dicho género, y principalmente de Cryptococcus, Rhodatoru/a y

Sporobo/omyces, por su capacidad para fermentar ciertos azúcares, como la

glucosa, (Miller,M.W.; 1976) ausente en los tres géneros mencionados (Kreger­

van Rij; 1984). Estas diferencias posibilitaron Ia definición de las cepas aisladas

en un nuevo género y especie, Rhodozyma montanae (Phaff, H.J.;1972). Sin

embargo, según las reglas del Código Internacional de Nomenclatura Botánica es

necesario una descripción en latín, con Io cual el binomio Rhodozyma montanae

era un nomen nudum. En 1976, M. W. Millery colaboradores publicaron la



descripción en latin bajo el nombre de Phaffia rhodazyma. Se definió asi un

nuevo género dentro del orden Deuteromycotína, representado por una única

especie.

Las principales caracteristicas que definen a Phaffia rhodazyma son:

a) Falta de ciclo sexual conocido, reproduciéndose vegetativamente por

gemación polar siempre en el mismo sitio, dando origen a una pared celular

en multicapas. (Foto 1)

b) Formación de clamidosporas luego de 5 a 7 días de cultivo en extracto de

malta.

c) Ocasionalmente las células forman pseudomicelios.

d) Metabolismo fermentativo de ciertos azúcares, por ej. la D-glucosa.

e) El crecimiento es posible en un rango de 0 a 27°C.

f) La caracteristica más importante que posse: La habilidad para sintetizar

astaxantina como principal carotenoíde. Cabe aclarar que es la única

especie de levadura conocida hasta el presente, que posee esta propiedad.

FOTO 1: Microfotografla electrónica de transmisión de Phaffia rhodazyma lx5.000l



ll. CAROTENOIDES

Los carotenoides representan uno de los grupos de pigmentos más

ampliamente distribuidos en la naturaleza; los mismos se encuentran en plantas

superiores, algas, hongos, bacterias y en prácticamente todas las formas de vida

animal, aunque estos últimos no puedan sintetizarlos de novo.

En base a su estructura química, los carotenides pertenecen a un grupo

mayor de compuestos conocidos como terpenoides, los cuales poseen unidades

repetidas de cinco carbones, isoprenos. La unión de cuatro unidades da lugar a

tetraterpenoides, conocidos como carotenoides (C40).

La presencia de estos compuestos en microorganismos o tejidos de

organismos superiores dan a los mismos fenotipos de color bien carateristicos,

como sucede, por ejemplo en salmones, crustáceos, flamencos, etc. Elcolor de

estos compuestos depende del largo del cromóforo y del número y tipo de

sustituciones que posea. Los carotenoides que incluyen moléculas de oxígeno

en su estructura son denominados xantófilas. Por ejemplo éstas pueden estar en

forma de grupo hidroxilo, en luteina (3,3'-dihidroxi-a-caroteno); en forma de

grupo ceto, en echinenona (4-oxo-l3-caroteno); como grupo epoxi, en

violaxantina (5,6,5',6’-d¡epoxizeaxantina). En el caso específico de la

astaxantina, las moléculas de oxígeno se encuentran como grupo ceto (3,3') y

como grupo hidroxi (4,4’) fig 1) (3-3'dihidroxi-4-4'-diceto-B-B-caroteno).
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Fig 1. Estructura química de la astaxentina

III. CAROTENOIDES EN Phaffía rhodozyma

El principal carotenoide aislado de células de Phaffia rhodozyma es la

astaxantina. Este representa entre un 80 a 90% del total de los carotenoides

presentes. EI isómero principal es trans pero, y en mucha menor concentración,

también se encuentra el isómero cís. Por Io general se considera que los

isómeros cís de carotenoides se producen como artefactos de las técnicas de

extracción y cuantificación. Sin embargo Andrewes (1976) concluyó que

siempre se obtuvo cis-astaxantina a partir de Phaffia rhodozyma, y como este

compuesto no se encontró en muestras de peces o crustáceos tratados en

forma similar, se puede concluir que el isómero cís es producto biosintético

genuino.

La astaxantina posee dos carbones asimétricos en las posiciones 3 y 3',

definiendo de esta forma cuatro posibles configuraciones: dos enantiómeros
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Fig 2.Estructura configuracional de isómeros de astaxantina

(3R,3'R y 38,3'8), y dos formas meso (3R,3'S y 3S,3’R) (fig 2). En Phaffia

rhodozyma la configuración que predomina en más del 90% es el enantiómero

3R,3'R, (Andrewes, A.G.; 1976), En un comienzo se pensó que era un caso de

excepción, ya que en huevos de Iangostas de mar (Homarus gammarus) y en la

microalga Haemarococcus pluvial/s, eI enantiómero de astaxantina que

predomina es el 38, 38'. Luego se encontraron las cuatro configuraciones

posibles a partir de diversas fuentes naturales, como por ejemplo en camarones

(Panda/us borea/ís), en salmón salvaje (Sa/mo sp) , en krillantártico (Euphanasia

superba), etc.

En condiciones normales de cultivo (pH 4,5-5,5; temperatura e22°C y

aerobiosis) Phaffía rhodozyma acumula una serie de precursores de la



astaxantina. De todos ellos cabe destacar al 3-hidroxi-3',4'-didehidro-l3-u/­

caroten-4-ona (HDCO),el cual fue encontrado por primera vez en Ia naturaleza.

(Andrewes, A.G.; 1976)

IV. FUNCION DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides están ampliamente distribuidos en la naturaleza, y se

encuetran en diferentes organismos. Por estos motivos es seguro que cumplen

una gran gama de funciones. En todos los microorganismos o en tejidos donde

se lleva a cabo la fotosíntesis, se encuentran carotenoides asociados a

clorofilas, tanto en cromoplastos como en cromatóforos (Goodwin, T.W.; 1959).

Los carotenoides actúan como pigmentos capturadores de la energía Iumínica,

absorbiendo en la región azul-verde del espectro Iumínico (400-550 nm), y

transfiriendo luego la energía a las clorofilas.(Stanier,R.Y.; 1979)

Los carotenoides tienen también una importante serie de funciones en

animales. Por ejemplo, son precursores de la vitamina A, aumentan la respuesta

inmune y brindan protección contra enfermedades que involucran radicales

oxígeno. Como los animales no sintetizan carotenoides, los mismos deben

formar parte de la dieta, siendo los vegetales y algunos protistas los organismos

que sintetizan a los carotenoides de novo.

El B-caroteno parecería tener un papel principal en la prevención de

algunos cánceres, debido a su capacidad de antioxidante, ya sea capturando

radicales oxígeno como también bloqueando reacciones mediadas por radicales



libres. Por ejemplo, el humo del cigarrillo es una fuente exógena de radicales

libres, los cuales tienen una alta función reactiva, causando daños tisulares y

jugando, aparentemente, un importante papel en la carcinogénesis. Algunas

xantófilas, como la astaxantina y Ia cantaxantina, poseen una mayor actividad

antioxidante con respecto al B-caroteno. Por lo tanto se estima que dichas

xantófilas podrían tener una mayor eficacia en Ia prevención de cánceres

relacionados al cigarrillo. (Ito, Y.; 1991)

En el hombre, Ia astaxantina no es precursor de la vitamina A, como Io es

el iS-caroteno, sin embargo también se acumula tanto en suero como en tejidos,

y epidemiológicamente se asocia con grupos de bajo riesgo con respecto al

cáncer. (Lim, B.P.;1992)

Experimentos ¡n vívo, demostraron que las xantófilas actuarían como

fuertes antioxidantes de los fosfolípidos de membranas por acción de radicales

peróxido. Esta acción es superior a la del ls-caroteno, y Ia diferencia se explica

porque debido a sus grupos oxo e hidroxilos, las xantófilas se intercalarían entre

los fosfolípidos de membranas, en forma paralela a ellos, quedando así con sus

extremos expuestos para atrapar radicales libres. Por el contrario los

carotenoides más apolares, como el ls-caroteno, se alinearían

perpendicularmente a los fosfolípidos, quedando lejos de la superficie de las

membranas. (Lim, B.P.; 1992)

M. Kobayashi (1993) demostró que cuando las células de un cultivo de

Haematococcus pluvial/s entraban en estado de cisto, Ia presencia de Fe2+

incrementaba Ia biosíntesis de carotenoides. Este mismo efecto se logra si se

reemplaza al Fe2+ por compuestos productores de grupos de oxígeno activo,
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indicando que los radicales hidroxilos generados por la reacción de Fenton (Fe2+

+ HZO2=>OH' + HO- + Fe“) y otros grupos de oxígeno activo (‘02, 02, HZO2

y A05), jugarían un importante papel en la activación de la carotenogénesis.

Mutagenizando cepas de Phaffia rhodozyma, se aislaron mutantes

resistentes a Antinomicina A (Schroeder, W.A.;1993), las cuales a su vez fueron

sobreproductoras de carotenoides. Esto se explicó en base a un bloqueo de la

cadena respiratoria principal a nivel del complejo bc1, Io que produciría especies

de oxígeno activo, que inducirían la carotenogénesis.

AI tratar de encontrar una relación directa entre la carotenogénesis y el

estrés oxidativo, C. Bowler (1991), describió que en Nícotíana tabacum, la

proporción intracelular de 02'/H202 es el mayor determinante de los daños

tisulares. La causa de ésta sería la presencia de ambas especies activas que

darían lugar a la reacción de Haber-Weiss durante la transición de metales como

el hierro o el cobre (HZO2+ 02' -> OH' + HO- + 02). Aparentemente, de esta

forma se explicaría el mecanismo por el cual los carotenoides brindan protección

antioxidante a las células de Phaffía rhodozyma. La presencia de 02' induciría la

biosíntesis de carotenoides que, al reaccionar con H202, alterarían la relación 02­

/H202, minimizando así la producción de OH- (Schroeder,W.A.;1993). Sin

embargo hasta la actualidad no se sabe cómo sería el mecanismo de inducción

sobre la carotenogénesis.

V. BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES

Los carotenoides, como terpenoides, están relacionados biosintéticamente



con otros isoprenoides, como los esteroles, las giberelinas, los cauchos, etc;

compartiendo con los mismos los caminos biosintéticos. La diversidad de

estructuras relacionadas da la pauta que deben existir sistemas eficientes de

regulación no sólo en la biosintesis y metabolismo de los mismos, sino también

en su deposición, según sea la función.

En Ia figura 3, se detalla el camino biosintético para la formación de

Geranilgeranil pirofosfato, precursor de los carotenoides.
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FiG 3. Biosintesis de Geranilgeranil-PP

El Acido Mevalónico (MVA) es

el primer precursor de todos los

terpenoides, formado a partir de tres

moléculas de acetil-CoA. El MVA es

convertido a Isopentenil pirofosfato

(IPP)a través de tres pasos

catalizados por las enzimas solubles

MVA quinasa, MVAP quinasa y Ia

MVAPPdescarboxilasa. Por una

serie de condensaciones de

moléculas de IPP, catalizadas por

preniltransferasas, se sintetiza

Geranilgeranil pirofosfato. El número

y actividad catalítica de las

preniltransferasas varía según el

organismo.



Finalmente, mediante una

dimerización cola a cola se forma el

primer caroteno de 40 carbones,

Fitoenolw,u/-caroteno) (fig 4). En el

ají, Caps/cum sp, fue aislada una

única enzima que cataliza dicha

conversión, con Io cual se deduce

10
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Fig 4. bios'nlesis de Filoeno

que es una enzima bifuncional (Dogbo, 0.;1988). En microorganismos como

Mycobacterium, Ha/obacteríum y F/avobacterium se aisló, aunque no se purificó,

la enzima Fitoeno sintetasa, la cual cataliza Ia reacción desde Prefitoeno

pirofosfato a Fitoeno. En Míxococcus xanthus se clonó un operón que incluye el

gen para Prefitoeno pirofosfato sintetasa y el gen carB que codifica para Ia

Fitoeno sintetasa (Ruiz-Vázquez, R.M.;1992). A partir de esto se deduce que en

dichos microorganismos serían al menos dos las enzimas responsables de la

reacción global.
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rig 5. Bioalntesis de Licopeno

Las vías biosintéticas propuestas

para la formación de B-caroteno y

xantófilas desde fitoeno, se caracterizan

por la siguiente secuencia: desaturación —>

ciclación —>oxigenación. La desaturación

implica la transformación de fitoeno a

Iicopeno a través de cuatro

dideshidrogenaciones, que ocurren

alternativamente a cada lado del
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cromóforo (figura 5). La secuencia de desaturaciones ocurre en membranas, ya

sea de granas o membranas internas de cromoplastos en plantas superiores y

algas, en hongos ocurre en membranas de retículo endoplasmático. La

excepción la representa Ia bacteria no fotosíntética Ha/obacteríum cut/rubrum,

donde toda la conversión desde fitoeno a carotenoides ocurre en el citoplasma

(Bramley, P.M.;1988).

Todavía no se han logrado purificar las enzimas responsables de las

desaturaciones, pero el uso de mutantes en hongos y bacterias ha permitido

determinar que en algunos casos 2 genes codifican para las cuatro

deshidrogenaciones y en otros casos sólo un gen sería necesario.

En Neurospora crassa, se clonó a aI-1, un único gen necesario para

transformar al fitoeno en licopeno. La correspondiente región C-terminal de Ia

enzima codificada por aI-1 sería altamente hidrofóbica, Io que indica que la

misma podría estar asociada a membranas (Schmidhauser, T.J.;1990). En

Erwínía uredovora también un único gen, crtl, codifica para dicha transformación

(Misawa, N.;1990). Por el contrario en Rhodobacter capsu/atus el gen crtl

codificaría sólo para el primer paso, los genes para los dos pasos siguientes no

han sido clonados; y el último paso difiere de lo ya definido, donde los genes

responsables, crtC y K, están asociados a Ia transformación de Neurosporeno a

Hidroxineurosporeno (Armstrong, G.A.; 1989). Lo mismo ocurre en Mixococcus

xanthus donde se ha clonado el gen carC, que codifica para la fitoeno

deshidrogenasa, y dentro del operón de carB se identificaron los genes

correspondientes a neurosporeno hidroxilasa e hidroxineurosporeno

deshidrogenasa (Ruiz-Vázquez, R.M.;1992).
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Las reacciones de ciclado varían según los carotenoides que cada

organismo sintetiza. En la figura 6 se muestran los diferentes caminos

biosintéticos que rinden carotenos monociclados como asf también biciclados.

La mayoría de estas conversiones han sido demostradas ¡n vitro, pero poco se

sabe acerca de las propiedades de las ciclasas involucradas, aunque mediante el

uso de mutantes se han clonado genes que permiten predecir el número de

ciclasas intervinientes. En Erwin/a uredovora se han clonado dos marcos

abiertos de lectura correspondientes a los genes crtY y crtZ, los cuales

codificarían para las ciclasas correspondientes a las reacciones de Licopeno ->B­

caroteno ->Zeaxantina respectivamente. Esta última reacción corresponde a Ia

secuencia de oxigenación, que da origen a las xantófilas.
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6-Caroleno y-Carolono

,"”‘\ l ¿“’i -_n'-v¿rw
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Fig 6. Caminos de ciclado de carotenoides



VI. BIOSINTESIS DE ASTAXANTINA
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fig 7. Caminooriginal para Astaxantina
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El camino para la biosíntesis

de astaxantina fue propuesto

primero por Andrewes (1976) para

la cepa de Phaffía rhodozyma 67­

210. El mismo describía la

formación de B-caroteno, según los

caminos clásicos ya descriptos, y

luego,en base a intermediarios

encontrados en dicha cepa

(Echinenona, 3-Hidroxi-Echinenona y

Foenicaxantina), se postuló una

serie de oxigenaciones que dan

origen a la astaxantina (fig 7), sin

considerar al HDCO como un intermediario, sino como una posible ramificación

a partir de y-Caroteno. En 1979, E.A. Johnson encontró que en cultivos

crecidos a bajo pH (3,5) se acumulaba iS-Zeacaroteno además de astaxantina, y

concluyó que en Phaffia rhodozyma existiría la vía alternativa en la sintesis de B­

Caroteno propuesta por Bonaly y Malenge (Simpson, K.L.; 1970) para

Rhodotoru/a aurantíaca. En esta tanto B-Zeacaroteno como Iicopeno son

intermediarios alternativos de y-Caroteno (fig 8). P. Girard (1994) encontró que

al adicionar nicotina ai cultivo (inhibidor de las ciclasas) sólo se acumulaba
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Iicopeno y y-caroteno, con Io cual la ciclación vía B-Zeacaroteno no sería

posible. Sin embargo este autor no hace alusión alguna sobre el pH del cultivo,

variable fundamental en el estudio de E.A. Johnson. Finalmente P. Girard

(1994), al estudiar mutantes que acumulaban B-caroteno, aisló algunos que

además acumulaban pequeñas cantidades de neurosporeno y B-Zeacaroteno. De

este modo concluyó que el B-Caroteno acumulado regularía positivamente el

camino alternativo de ciclación, y Io haría negativamente sobre el camino via

Hcopeno.

En 1989, G.H. An NEUROSPQRENO

caracterizandomutantes A

. B-ZEACAROTENO LICOPENO
sobreproductoresde astaxantina, '\.
encontró dos carotenOIdes que Y.CAROTENO

tentativamente fueron identificados
B-CAROTENO

como 3,3’-dihidroxi-B-w-caroten­
ng a. emm “mmm pu. B-Carotono

4,4’-diona (DCD)y 4-hidroxi-3',4'­

didehidroxi-B-w-caroteno (HDC). Posteriormente mediante análisis de

espectroscopia de masa se confirmó la estructura del DCD y se identificó al

segundo compuesto como toruleno. Esto permitió inferir una segunda vía para la

sintesis de astaxantina, considerando ahora al HDCOno como un subproducto

sino como intermediario directo (fig.9). Por lo tanto quedaron definidos dos

posibles y concomitantescaminos biosintéticos, siendo el fs-caroteno precursor

biciclado en uno de ellos y el Toruleno precursor monociclado en el otro camino.

Este segundo camino no cumple con la secuencia: desaturación ->ciclación —>

oxigenación, ya que la segunda ciclación, a partir del toruleno, se realizaría
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luego de finalizada toda la oxigenación correspondiente a astaxantina.
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Fig 9.Caminobiosintético de la astaxantina

Vll. PIGMENTACIÓN DE SALMONES

La aceptación por el consumidor, en el comercio, de salmones, está

principalmente afectada por el color de su carne (Ostrander, J.C.; 1976). El

color rosado de la carne de salmones es debido a la absorción y deposición de
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xantófilas, principalmente Ia astaxantina.

Ya dijimos que los animales no sintetizan carotenoides de novo, con lo

cual la obtención de los mismos depende de la dieta alimenticia. En la naturaleza

los salmones obtienen la astaxantina y sus ésteres a partir de la ingestión de

zooplancton o de peces que, a su vez ingirieron zooplancton (Torrisen,

O.J.;1989). Cuando la producción de estos peces es mediante cría intensiva en

piletas, Ia falta del ecosistema alimenticio natural, da como resultado salmones

con carne pálida.

Las levaduras son consideradas una fuente de proteína unicelular de gran

aceptación en Ia dieta de animales. Cuentan con la ventaja de ser fácilmente

cultivadas y de reproducirse rápidamente en sus formas vegetativas, además

son relativamente fáciles de modificar genéticamente.

El potencial de Phaffia rhodozyma reside en su habilidad única, entre las

levaduras, de sintetizar astaxantina, pudiendo así aportar no sólo el factor

nutricional, sino también proporcionar el deseado color de los salmones en

criaderos, como así también en pollos y en yemas de huevos.
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VIII. CULTIVOS DE MICROORGANISMOS

Cuando un microorganismo dispone de los nutrientes escenciales para su

crecimiento, comienza su desarrollo y división celular originándose un cultivo del

mismo. Existen distintos sistemas para cultivar microorganismos, Ia principal

diferencia entre ellos radica en la forma en que se suministran los nutrientes.

CULTIVO POR LOTE

El cultivo por lote se puede definir como aquél en el cual no existe

intercambio de materia con el medio circundante a excepción de gases. En esta

modalidad de cultivo se suministran inicialmente los nutrientes y luego se

inocula con una determinada cantidad de células. EIcultivo así iniciado se

desarrolla hasta que algún evento, tal como el agotamiento de un nutriente, lo

defiene.

El crecimiento de una población microbiana, cultivada por lote, que se

divide por fisión binaria o brotación, puede ser representada por:

%Y = y X (1)

siendo ,u la velocidad específica de

crecimiento y X Ia concentración

l l 9ce u ar. É
E .

_ i FasodolaloncinDe Ia figura 10 se puede 5 ¡¡Mmm.“
5 . ii Fmoflubmmdeducurque el valorde p no es Nana“...

constante excepto durante la fase TiemP°
Fig. 10
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exponencial, donde las células se encuentran en plena reproducción a una

velocidad que es Ia máxima para el conjunto de condiciones presentes, si no

existe limitación de nutrientes. Integrando la ecuación (1) entre los límites

correspondientes a la fase exponencial resulta

Ln 7% = u f (2)

o bien

X=)69(uf) (3)

Los cultivos por lote así definidos se caracterizan por su simplicidad y por

lo tanto la facilidad de llevarlos a cabo; si se pretende controlar las distintas

variables que componen el sistema el modelo se va complicando, desde el uso

de un simple baño termostatizado a equipos en los cuales se pueden medir y

controlar variables tales como temperatura, pH, concentración de oxígeno

disuelto, etc. Pero para realizar estudios fisiológicos, Ia mayor limitación que

presentan los cultivos por lote es que las células se desarrollan en un medio

cambiante, por lo tanto no definido en el tiempo.

IX. CULTIVO CONTINUO

Las deficiencias del cultivo por lote pueden ser salvadas mediante la

modalidad de cultivo continuo. El sistema más sencillo para realizar este método

es el quimiostato, el cual consiste en un fermentador con una constante entrada
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de medio fresco estéril y una salida del medio con células, de tal forma que el

volumen de trabajo del reactor se mantiene constante (fig 11). La principal

suposición es que el fermentador sea perfectamente agitado, de modo que Ia

composición en el efluente sea igual a la del reactor y además sea

completamente homogéneo.

Bombaperistáltica
— Manguera

CaUe

Re‘síúan‘o

o O
u —*\ Á Ó
ixv}.

REACTOR

fl!Efluente

Para comparar este sistema con respecto al cultivo por lote cabe plantear

el balance de biomasa a partir de Ia siguiente ecuación general:

Variación = entrada —salida + producción - consumo (4)

Con lo cual sería,
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¿gl = Hg - FX+ pXV- BXl/ <5)

dado que el volumen (V)se mantiene constante y además consideramos que el

reservorio es esteril, X0=0, entonces:

%= TF/w “X- BX (6)

si definimos D, velocidad de dilución, como

FD: _
V (7)

reemplazando por (7) en (6) y considerando que la muerte celular es

despreciable (consumo en la ecuación general),

É = DX+ uX (a)
0'!

AI menos uno de los componentes del medio es limitante del crecimiento,

con Io cual la velocidad en que se Io suministra determina la velocidad de

crecimiento, a mayor disponibilidad del mismo el microorganismo en cuestión

crece más rápido, hasta una velocidad de alimentación que sobrepasa la

velocidad máxima de crecimiento inherente al microorganismo y se pierde asi el

equilibrio entre Ia salida de células y la recuperación de las mismas por división

celular. La velocidad a partir de Ia cual ocurre este fenómeno se denomina
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velocidad de dilución máxima. Por el contrario cuando la diponibilidad de

nutrientes no compensa las necesidades mínimas de las células debido a que el

suministro es muy lento, se define Ia velocidad de dilución mínima.

La mayor ventaja del cultivo continuo es que trabajando a velocidades de

dilución por debajo de la máxima y por sobre la mínima, se logra mantener al

cultivo a Ia velocidad de crecimiento deseada. Esta característica es Ia gran

ventaja con respecto al cultivo por lote, en el cual, al tener un medio ambiente

cambiante, la velocidad de crecimiento no es constante.

La posibilidad de mantener constante una variable fundamental como Io

es la velocidad específica de crecimiento creó un sistema casi único para realizar

estudios fisiológicos de microorganismos, especialmente cuando el metabolito

en estudio o Ia respuesta celular a determinadas condiciones están íntimamente

relacionados al crecimiento.

x. PRODUCTIVIDAD

La efectividad de un proceso puede ser medida en base a la productividad

volumétrica. La misma se expresa en gramos de producto por litro por hora. En

el caso de cultivos por lote es necesario considerar en los cálculos todo el

tiempo que requiere el proceso, incluyendo los tiempos de preparación del

fermentador, medios de cultivo, esterilización e inóculo; así el tiempo total sería

T=ÏM+ÏL+ÏP (9)
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siendo tM= tiempo muerto, o sea Ia sumatoria de los tiempos de vaciado del lote

anterior, tiempo de limpieza, tiempo de llenado con medio de cultivo y tiempo de

esterilización.

tL= tiempo de latencia del cultivo.

tp: tiempo de crecimiento del cultivo.

Reemplazando a tP por la ecuación 2 queda

In — (10)1

¡1 )6

Con lo cual se puede definir a la productividad volumétrica de un cultivo en lote,

en relación a biomasa, como

a'X
Qr = W- (11)

siendo válida la aproximación

X - )6
0A, : 1 X (12)

t + t + — In —
M L lu ¡É

Si se desea considerar la productividad respecto a un metabolito, es

exactamente lo mismo pero planteando 6P en lugar de 6X.

En el caso de cultivos continuos la productividad volumétrica se define

como
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Q: DX (13)

de esta forma se puede ver que a mayor velocidad de dilución, manteniéndose

la concentración celular constante, la productividad volumétrica, referida a

biomasa, aumenta hasta una cierta velocidad DM,por sobre la cual la

concentración celular comienza a caer, disminuyendo la productividad.

Es posible demostrar que la máxima productividad alcanzada en un cultivo

continuo es siempre mayor que la alcanzada en un cultivo por lote (Sykyta, B;

1964); y además a mayor ,uM,mayor es la productividad.

En el campo industrial, las principales ventajas de las fermentaciones

continuas no son solo su alta productividad, sino además su facilidad de

instrumentación y automatización, la calidad pareja de su efluente y su

versatilidad para eludir los mecanismos de control metabólico que impiden la

sobreproducción.

Pese a estas ventajas, es indudable que el cultivo continuo no ha ganado

la preferencia de las industrias como se previa al tiempo de su desarrollo. Ello

podría deberse a temores relacionados con problemas de contaminación y

mutación; otra razón podría ser que en algunos casos, a pesar de la alta

productividad, las concentraciones en Ia corriente de salida de las especies que

interesen sean tan bajas que la etapa de recuperación afecte más allá de toda

conveniencia sobre el costo de producción; y además existe un cierto perfil

conservador al cambio en el sector produtivo.
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XI. CULTIVO POR LOTE ALIMENTADO

El reactor por lote y el quimiostato representan los extremos de los

sistemas de cultivo, ya que el primero es completamente discontinuo y el

segundo completamente continuo. Un sistema de cultivo que en parte soluciona

las desventajas de los otros sistemas y es un compromiso entre ambos es el

cultivo por lote alimentado.

Básicamente es una operación discontinua en la cual luego de una etapa

previa de cultivo por lote, se comienza a alimentar al sistema con la totalidad de

los nutrientes o parte de ellos, sin una corriente de descarga, provocando una

variación del volumen del cultivo.

Partiendo de la base que en un proceso fermentativo Io que interesa son

las condiciones que permiten el desarrollo del microorganismo de acuerdo a un

comportamiento fisiológico deseado, se puede fácilmente ver que controlando la

velocidad de entrada del nutriente limitante, se logra en los cultivos por lote

alimentado influir sobre la velocidad específica de crecimiento del

microorganismo y eventualmente favorecer el predominio de un determinado

estado fisiológico. (Málek, |.; 1958)

La velocidad de alimentación u oferta de nutrientes se representa

mediante la siguiente expresión:

l/= F55 (14)

Si consideramos que la demanda de nutrientes por el sistema puede variar

durante el proceso, es indispensable conocerla con anterioridad o ir
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determinándola a través del tiempo para saber cómo programar la velocidad de

alimentación en base a los objetivos planteados.

Según como se programe la velocidad de alimentación podemos definir

diversas funciones: a.- Una velocidad constante en el tiempo; b.- Una función

lineal, en la cual la velocidad aumenta proporcionalmente en el tiempo; c.- Una

función exponencial,

F=Foe“’ (15)

en Ia cual se logra que la masa celular crezca a una velocidad especifica

constante.

Con este sistema es posible evitar fenómenos de inhibición por sustrato

como también evitar la formación de metabolitos no deseados que podrían

ocurrir a altas concentraciones de sustrato, eliminar o atenuar la represión

catabólica.

La modalidad de cultivos por lote alimentado ha sido largamente

desarrollada por la industria, satisfaciendo procesos especificos, a punto de

haber ejemplos de su uso desde principios de siglo (Whitaker, A; 1980).

Xll. CONTROL DE LOS PROCESOS FERMENTATIVOS

SENSORES

A lo largo de esta introducción se plantearon ventajas y desventajas de

los distintos y clásicos sistemas de cultivo, y todas las ventajas se resumen a
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poder mantener condiciones de cultivo que optimen el proceso. Ahora bien,

cómo se logra?.

Cuando las condiciones necesarias son constantes en el tiempo la

solución pasa por sistemas electrónicos que puedan cuantificar las variable en

cuestión y mantener sus valores dentro de límites impuestos. De este modo un

simple sensor puede determinar el pH del medio y mediante Ia activación de

bombas agregar ácido a álkali de forma de mantener el valor deseado. Así

existen diversos sensores ya sea para pH, temperatura, % de O2disuelto,

concentración de O2y CO2en el aire, flujo de aire, etc. Además ya existen

sensores muy específicos como ser los biosensores, en los cuales se inmovilizan

materiales biológicos en la cercania de transductores, los cuales miden cambios

fisicoquimicos producidos por las reacciones específicas de los componentes

biológicos del sensor. Los mismos usan enzimas inmovilizadas, para medir

glucosa a través de glucosa oxidasa (Atanasov, P.; 1994) o para medir etanol

mediante alcohol deshidrogenasa coinmovilizada con peroxidasa (Buttler, T.;

1994); células enteras inmovilizadas, para medir péptidos (Riedel, K.;1988a) y

demanda bioquímica de oxígeno (Riedel, K.;1988b); otra alternativa es

inmovilizando anticuerpos (Hall, E.A.H.; 1986). Otras alternativas para la

medición de metabolitos específicos es Ia de acoplar sistemas de cromatografía

líquida en columna (Buttler, T.; 1994), de cromatografía líquida de alta presión

(Turner, C.;1994), de espectroscopía de infrarrojo (Vaccari, G; 1994), etc.

A pesar de la amplia gama de sensores o sistemas de medición, la falta de

sensores para varias variables de interés, y principalmente a nivel industrial, es

uno de los cuellos de botella que dificultan los métodos de control de procesos
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fermentativos (Wiseman, A; 1991). Una alternativa viable para solucionar dicho

problema es la estimación de variables a través de la medición de otras

variables, como por ejemplo la determinación de concentración de lactosa,

galactosa y ácido láctico a partir de funciones que tienen como variable la

cantidad de NaOH agregado al cultivo para mantener el pH en cierto valor

(Acuña, G.; 1994). Dado a que el uso de funciones definidas no son válidas

cuando los cultivos se desvían en su comportamiento, en la actualidad tiene una

gran aceptación el uso de redes neurales para la estimación de diversas

variables, las cuales "aprenden" a partir de la acumulación de datos en diversas

corridas no dependiendo de funciones establecidas, lo cual las transforman en

alternativas más versátiles. (Zhang, 0.; 1994. Glassey, J.; 1994)

XIII. CONTROL COMPUTARIZADO

Aunque el uso de computadoras ha estado presente en diversos procesos

desde hace mucho tiempo, la principal utilidad se estableció en Ia industria

química y petroquímica; en la industria de fermentaciones la mayor limitación se

centra como ya establecimos tanto en la falta de sensores como en la falta de

conocimiento necesario para interpretar, en el contexto del sistema biológico,

los datos adquiridos de los procesos.

En la actualidad, el desarrollo de nuevas y más veloces computadoras, asi

como de sistemas de adquisición y almacenamiento de datos está posibilitando

evaluaciones continuas y más precisas de los procesos fermentativos, las cuales

junto a algoritmos y modelos adecuados permiten la implementación de exitosas
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estrategias de control, no sólo a nivel de laboratorio (Takamatsu, T.; 1985) sino

también a nivel industrial (Heinrich, M.; 1991).

Cabe destacar que la solución de los cuellos de botella no sólo pasa por el

desarrollo de nuevos sensores y computadoras más versátiles, sino también por

el desarrollo de correctas y acertadas estrategias de control.

XIV. ESTRATEGlAS DE CONTROL

Hasta hace poco las computadoras sólo se usaban como sofisticados

sistemas de interruptores y acumulación de datos. La mayor versatilidad de las

mismas y eI desarrollo de idiomas de programación específicos han abierto un

gran campo para el desarrollo de distintas estrategias de control. A continuación

se resumen algunas de las estrategias más comúnmente aplicadas a diversos

bioprocesos. A pesar de que se clasifican como distintos métodos, en realidad la

mayoría comparten conceptos y bases similares, pero han ido evolucionando en

ciertos aspectos individuales, pudiéndose así clasificarlos de alguna manera.

CONTROL PROGRAMADO

Los controladores actúan según una cierta función de acción, en base a la

cual establecen la velocidad y forma de reacción de los sistemas en base al

grado de desviación de las variables que se pretenden controlar. El problema se

suscita cuando el grado de desviación no es constante a Io largo del proceso y

esto puede llevar a que la función de acción deje de ser la adecuada, con Io cual

en esta clase de estrategia se programa con anterioridad la variación de los
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parámetros en las funciones de acción, de modo de logar respuestas

satisfactorias durante todo el proceso.

Este tipo de estrategia es muy rígido y ante cualquier desvío del proceso

se puede perder la capacidad de control sobre el mismo.

CONTROL PROGRAMADO CON COMPENSACION

Esta estrategia es similar a la anterior, pero para evitar la rigidez del

sistema, los cambios en las funciones de acción se realizan en base a

información adquirida del mismo proceso en marcha. Así por ejemplo se han

simulado cultivos de levaduras de panadería por lote alimentado, controlados

según la concentración celular y la tasa específica de crecimiento (Takamatsu,

T.; 1985).

CONTROL OPTIMO CON MODELOS DE IDENTIFICACION

Como se definió en la estrategia anterior Ia idea es tratar de seguir la

evolución del cultivo para así poder ¡r controlándolo según las circunstancias. En

esta clase de estrategias también se miden o estiman variables, pero no son

utilizadas para controlar directamente las funciones de acción, sino para

determinar las condiciones óptimas a mantener en base a un modelo

predeterminado que describa el proceso en cuestión.

Así se realizaron cultivos por lote alimentado de levaduras de pan

Iográndose evitar el efecto Cabtree, (Wu, W-T.; 1985).



30

CONTROL ADAPTATIVO

El desarrollo de las estrategias no sólo siguió considerando la evolución

del cultivo, sino que además involucró a los modelos en sí, determinando que

estos no sean muy rígidos. De este modo surgieron sistemas en los cuales no

sólo controlan la función de acción sino que también determinan en base al valor

de las variables en cuestión cuáles son las condiciones óptimas a mantener; a

diferencia del control óptimo aquí los modelos son lineales y se ajustan de forma

de mantener al máximo la condición deseada (Rolf, M.J.; 1985). Estas

estrategias requieren poca información previa ya que si el modelo es correcto se

adaptan rápidamente a los cambios del proceso.

CONTROL PREDICTIVO

Hasta ahora las estrategias discutidas imponen condiciones según los

estados actual y pasado del cultivo, pero ninguna considera el posible estado al

cual el cultivo evolucionará en base a los cambios impuestos.

En cultivos continuos mixtos competitivos, que involucran la coexistencia

de dos especies de microorganismos, cualquier perturbación que aleje al sistema

del estado de equilibrio, implica el lavado de una de las especies; con Io cual las

estrategias de control deben consideran qué efecto tendrán sobre el cultivo las

acciones de control. Mediante el uso de matrices dinámicas, que implica un

control predictivo, se ha logrado el control y mantenimiento de cultivos

continuos mixtos competitivos entre Escherichia coli y Candida util/s (Goochee,

C.F.; 1989).



31

CONTROL BASADO EN CONOCIMlENTO

La última tendencia en estrategias de control es tratar de conjugar los

conocimientos propios de Ia intuición de los operadores con Ia experiencia en el

control de biorreactores. De esta forma surgieron los sistemas expertos, los

cuales no sólo ejecutan una estrategia de control sobre el cultivo, sino que

además consideran en base al conocimiento del proceso, si las señales

generadas por los sensores se encuentran dentro de un rango correcto, si no

existen fallas en el equipo y hasta si las desviaciones del sistema se deben a por

ejemplo contaminaciones del cultivo. (Konstantinov, K.B.; 1992)
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OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo de tesis se dividen en dos partes.

Cabe destacar que los temas a investigar en la levadura Phaffia

rhodozyma son muchos y diversos. Por este motivo, en este trabajo se

intentó aportar conocimientos en variados aspectos, a fin de abrir

caminos para futuras investigaciones en el tema.

A. Estudios genéticos y fisiológicos,

Los objetivos en estas áreas, consistieron en determinar las

condiciones óptimas para la obtención de esferoplastos y protoplastos de

P. rhodozyma, a fin de poder buscar plásmidos indígenas y posibilitar así

la creación de vectores de clonado.

Por otro lado, se intentó determinar Ia/s función/es de los

caroteniodes en P. rhodozyma. Esto permitirá, junto a estudios

moleculares, establecer los mecanismos de control en Ia carotenogénesis,

en caso de que existieran.

B. Control computarizado de la producción de astaxantina,

Los objetivos de esta segunda parte se centraron

fundamentalmente, en estudiar la fisiología de crecimiento y producción

de carotenoides en P. rhodozyma, y en base a ello poder determinar

estrategias de cultivo convenientes para optimar Ia producción, y además

diseñar un sistema computarizado que controle el desarrollo de dichas

estrategias.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos:

Las cepas utilizadas fueron Phaffía rhodozyma NRRLY-17269,

Saccharomyces cerevísíae: K382-382; K382-382 "petite"; p155 "petite";

p522 "petite"; p164 g, leua; p352 killer, arg; p165 g, his y p173 g, adez;

Rhodotoru/a sp. y Cryptococcus laurentií.

Las cepas se mantuvieron en glicerol 30% a -18°C. Con excepción

de C. laurentií las cepas utilizadas son del cepario de PROIMI.

Medios de cultivo:

El medio para P. rhodozyma fue YM de Difco ([p/v] extracto de

levadura 0,3%, extracto de malta 0,5%, peptona 1%, glucosa 1%, pH

4,5-5,5) incubándose a 22°C por aproximadamente 14-16 horas.

S. cerevísíae, Rhodotoru/a sp y C. laurentii fueron crecidas en

medio YPD ([p/v] extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%, pH

4,5-5,5) incubándose a 30°C por aproximadamente 12-14 horas.

Para cultivos en medio sólido se adicionó a los correspondientes

medios agar 1,5-1,8%. Los cultivos en medios líquidos se hicieron en

Erlenmeyers con un volumen del 10% y agitados a 200 rpm.

Medio para cultivos en fermentador: La composición del mismo fue Ia

siguiente [p/v]: (NH,,)SO40,2%; MgSO,.7H20 0,06%; CaCI2.2H20 0,01%;

KHZPO40,1%; extracto de levadura 0,5% y glucosa 0,3 o 1%. La fuente
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de carbono (glucosa) se esterilizó por separado y se combinó con el resto

del medio a temperatura ambiente.

Medio de regeneración selectivo: YPX e YPG ([p/v]: extracto de levadura

1%, peptona 2%, xilosa 2% (YPX)o glicerol 2% (YPG) pH 4,5-5,5)

adicionadas con KCI0,6M como estabilizador osmótico.

Medio de selección: YNB(yeast nitrogen base,DlFCO) con o sin

aminoácidos suplementado con xilosa 2%.

La esterilización de los medios de cultivos se realizó en autoclave a

1 atm durante el tiempo necesario, según el volumen de los mismos;

hasta 1 litro 15 minutos

de 1 a 10 litros 30 minutos

de 10 a 20 litros 60 minutos.

Métodos analíticos:

Extracción y cuantificación de carotenoides: Se realizó mediante Ia técnica

del dimetilsulfóxido (DMSO) (Sedmak, J.J. 1990) modificada en este

trabajo. Se lavaron y centrifugaron las células dos veces (5 min. 3500

rpm) con 2,0 ml de agua destilada, se secaron en desecador durante 1

minuto y se adicionó 1-1,5 ml de DMSO precalentado a 55°C. Luego de

agitar vigorosamente 40-50 seg. se adicionaron 0,5 ml de NaCI 30% en

agua y 1,5 ml de acetona. Después de mezclar se extrajeron los

carotenoides en 1,5 ml de éter de petróleo. El contenido de carotenoides
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se determinó en Ia fase orgánica por absorción a 474 nm y la

concentración de carotenoides totales fue calculada usando el coeficiente

de extinción del 1% de 2.100 (An et. a|., 1989).

Los carotenoides individuales se analizaron por cromatografía de

capa delgada en Silica gel (kieselgel 60, espesor 0,2mm, Merck) usando

éter de petróleo:acetona (2:1) como solvente de corrida.

Los espectros de absorción se realizaron en un espectrofotómetro

Gilford 250 con un barredor de longitud de onda Gilford 2530.

Glucosa: se determinó su concentración enzimáticamente mediante el

método de glucosa oxidasa-peroxidasa (Wiener).

Crecimiento: En los cultivos realizados en Erlenmeyers fue seguido por

medida de densidad óptica a 660 nm. Cuando fue necesario se diluyó con

solución fisiológica. La biomasa se determinó centrifugando 3-5 ml de

cultivo a 3.000 g, lavando dos veces con agua destilada y secando a

105°C hasta peso constante.

En el fermentador se siguió el crecimiento utilizando el sensor de

biomasa PROIMIII, que fue modificado según se detalla en los resultados

de esta tesis.

Aislamiento de Cryptococcus Iaurentíí:

Diversas muestras de desagües pluviales fueron precipitadas por



36

centrifugación (12.000 rpm 5 min., en microcentrlfuga) y sembradas en

medio sólido YM-ácido (pH 3,5; HCI).

De las colonias de levaduras aisladas, se identificaron

primariamente 7 cepas de Cryptococcus sp. por su habilidad de producir

compuestos amiloideos (revelados sobre las colonias con |2/IK),por ser

coloreadas (rosa pálido), y por su crecimiento a 30°C.

Una de las cepas, C7, fue caracterizada como perteneciente a Ia

especie laurentií por su morfología y asimilación de carbohidratos.

(Rodrigues de Miranda, L.; 1984)

Obtención y fusión de protoplastos:

Metodología para optimar la obtención de protoplastos: Los cultivos en

fase exponencial fueron cosechados, (9.980 g) lavados y resuspendidos

en solución de pretratamiento. Luego de incubar 30 min. a 22 o a 30°C

se cosecharon (9.980 g) las células y se resuspendieron en solución de

enzima en una concentración aproximada de 5x107 células/ml y se

incubaron a 22 o a 35°C. Las diferentes temperaturas corresponden a

distintos ensayos que se especifican posteriormente.

Para optimar la concentración del estabilizador osmótico se

ensayaron soluciones con 0,6; 0,8; 1,0 and 1,2 M de KCI,con 8,0 mg de

enzima/ml y para Ia concentración de enzima, soluciones con 6,0; 8,0 y

10,0 mg enzima/ml con KCI 1,0 M.

Periódicamente se tomaron muestras (50M) de la mezcla de
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incubación (células-enzima). Estas se diluyeron por separado en 2,0 ml de

Ia correspondiente solución de estabilizador y en 2,0 mI de H20 destilada.

Luego de agitar vigorosamente se midió absorbancia a 800 nm. En el

agua destilada estallan los protoplastos y esferoplastos y por el contrario

en la solución de KCLquedan tanto las células intactas como las

osmóticamente frágiles.

Cálculos:

trans H20 tn: transmitancia de Ia dilución en agua del tiempo n.

trans KCItn: transmitancia de la dilución en la correspondiente solución de

KCI del tiempo n.

trans KCI tn- trans HZOtn / trans H20 to * 100 : % de células

osmóticamente frágiles producidas al tiempo n con respecto a las células

iniciales.

trans KCItn / trans KCIt0 * 100 : % de células totales restantes en Ia

incubación al tiempo n.

Microscopía de Fluorescencia: Las células se resuspendieron en 2 g/I de

Fluorescent Brightener (SIGMA)en amortiguador (0,01M MgSO4-7H20;

0,05M Tris-HCI y 0,005 KH2P04; pH:5,0 y estabilizado con 1,0M KCI)

durante 5 min. en oscuridad. Posteriormente se lavaron las células con

amortiguador y guardaron en oscuridad hasta su examinación en

microscopio de fluorescencia (Zeizz, estándar).
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Solución de pretratamiento: amortiguador Tris-HCI0,1M (pH 7,4), más

EDTA0,01M, KCl 0,6; 0,8; 1,0 o 1,2 M y B-mercaptoetanol 0,1M.

Solución de enzimas: Novozym 234: 6,0; 8,0 o 10,0 mg/ml en

amortiguador ácido cítrico-KHZPO4(pH 5,6), con KCI0,6M.

Todos los lavados y diluciones fueron hechos con KCI0,6; 0,8; 1,0

o 1,2 M como estabilizador osmótico.

Solución de fusión: polietilenglicol (PEG)4.000 30% en amortiguador

Tris-HCI (pH 8,1), adicionado con CIZCa 10 mM.

Fusión de protoplastos: Cantidades iguales de protoplastos de las cepas a

fusionar, resuspendidas en KCL1,0M, se mezclaron y centrifugaron

(9.980 g, 15 seg). El sedimento fue suavemente resuspendido en 1,5 mI

de solución de fusión e incubado por 25 minutos a 30°C. Luego se diluyó

la mezcla en KCl 1,0M y se sembró en los medios correspondientes. En el

caso de sembrarse en medios de regeneración selectivos se sembraron a

modo de control, las mismas cepas igualmente tratadas pero sin

mezclarlas.

Regeneración: Para el recuento de colonias se sembraron en placas de

YM, muestras diluidas y resuspendidas en agar 1,5%. Para la lectura se

incubaron las placas durante 5 días a 22°C. Cada muestra fue sembrada

por triplicado.
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La frecuencia de regeneración fue calculada como el porcentaje de

células osmóticamente frágiles capaces de formar colonias.

Todos los lavados y diluciones fueron hechas con KCI(0,6; 0,8;

1,0 o 1,2 M) como estabilizador osmótico.

Condiciones de cultivo

Cultivo por lote y continuo: Estos ensayos se realizaron a 22°C en un

fermentador LH 5020 (LHfermentention). El vaso de vidrio de 2 litros fue

equipado con un refrigerador con bomba recirculante para mantener la

temperatura. El volumen de trabajo fue de 800 ml y la velocidad de

aireación 0,8 I/m. La tensión de O2disuelto fue determinada con un

electrodo polarográfico (lngold, Urdorf, Switzerland). La agitación fue

automáticamente regulada a fin de mantener la tensión de O2disuelto por

sobre el 40% de saturación. El pH fue controlado automáticamente en 4,5

unidades con HCI 1,0 M y KOH 1,0M.

Los cultivos utilizados como inóculos se realizaron con cepas

guardadas en glicerol. Las células se sembraron en 25 ml de medio YM

(Erlenmeyers de 250 ml), a 22°C y agitados a 200 rpm. El fermentador

fue inoculado al 10% a partir de estos cultivos con una concentración

celular de 1 x 109 células/ml.

Para el recuento de colonias se sembraron las muestras diluidas en

placas de YM agar y se incubaron 5 días a 22°C.
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Adquisición de datos y control:

La adquisición de datos se realizó conectando las salidas analógicas

(0-5 volts) de los módulos del fermentador a una computadora AT-386

mediante una tarjeta conversora analógica-digitaI/dlgital-analógica de 8

canales y 8 bits de resolución (ADDA8, NELTI);el programa utilizado,

BIOFER,forma parte del desarrollo de la presente tesis y se detalla en los

resultados. Elcontrol se realizó conectando salidas analógicas y digitales

de la tarjeta conversora a los distintos módulos y bombas peristálticas

(Watson-Marlow), programando las señales a partir de BIOFER.

Vlll.Mutagénesis

Mutagénesis con luz U.V.: 5 ml de cultivos crecidos en fase exponencial y

diluidos (5,0 x 10" cél/ml) en agua destilada estéril, fueron expuestos en

placas de petri a qu U.V. durante períodos de tiempo que variaron desde

0,5 a 5 minutos de forma de alcanzar un índice de mortalidad mayor al

90%, con constante agitación. Luego, las células se plaquearon en YPD

(C. laurentin o YM (P. rhodozyma) por aproximadamente 10 días en

oscuridad, a 30 o 22°C, respectivamente.

Mutagenesis con N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina: Se resuspendieron

cultivos de P. rhodozyma desarrollados a modo de césped en placas con

YM-agar a 22°C, aproximadamente 24 horas, en 5 ml de tampón fosfato

50 mM pH 7,0. Se adicionó 4 pl de MNNG 10 mg/ml en acetona por cada
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5 x 107 células y se incubó a 23°C, 45 min., según curva de calibración.

La reacción se detuvo adicionando igual volumen de Tiosulfato de Sodio

10% (preparado en el momento y esterilizado por filtración). Luego las

células se Iavaron con H20 destilada estéril, y se sembraron en placas con

YM-agar, que fuero incubadas 7-10 días a 22°C.

Separación de cromosomas

Preparación de DNAcromosomal intacto: Se prepararon protoplastos

como se indicó en la sección V de Materiales y Métodos y se mezclaron

(1:1) con agarosa LMPT (bajo punto de fusión) al 1% en KCI 1,0 M. Se

dejó solidificar la mezcla en moldes, para luego cortar los bloques en finas

rodajas. Se incubaron las rodajas con proteinasa K (2 mg/ml) en

amortiguador NDS (EDTA 0,5 M; Tris-HCI 0,1 M; Sodium lauryl

sarcosinate 1%; pH 9,5) a 50°C durante 20 a 24 hs y luego se

conservaron a 4°C en amortiguador NDS hasta realizar las electroforesis.

Electroforesis con inversión de campo (EIC): El sistema EIC consta de una

cuba electroforética convencial y una fuente de poder programable. Esta

fuente de poder alterna el campo eléctrico según los requerimientos

deseados. Como se trabaja con sólo dos electrodos la variación del campo

es de 180° con respecto a la dirección de la corrida.Los bloques se

sembraron en geles de agarosa tipo I (baja electroendoosmosis) 1% en

amortiguador TBE 0,5x (TBE 10x: EDTA0,02 M, Tris-Borato 0,89 M, Ac.
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bórico 0,89 M, pH 8,0). Los pocillos se cargaron con los bloques

previamente fundidos a 65°C.

Condiciones de la corrida: Se probaron diferentes condiciones que

variaron entre los siguientes valores:

Diferencia de potencial: 11 volts/cm de gel.

Tiempo de corrida: 12 - 48 horas

Número de ciclos: 1 - 4

Duración del pulso al comienzo: 1 seg

Duración del pulso al final: 60 - 120 seg

Incremento del pulso: exponencial

% del tiempo del ciclo en alcanzar el 50% del pulso: 40

Relación pulso hacia adelante/pulso inverso: 3:1

Pausa como % del pulso hacia adelante: 2

Concentración de agarosa: 0,8 - 1,2 %

Temperatura: 4 - 10°C

El equipo utilizado (Gene-Tic, BIOCENT)posee un microprocesador con el

cual se programaron las distintas condiciones.

ADNde Phaffía rhodazyma

Extracción de ADN: Se obtuvieron protoplastos (sección V de Mat. y

Mét.) de un cultivo de P. rhodazyma en fase estacionaria. Los

protoplastos se resuspendieron en 5 ml de TE 50 mM (Tris-HCI 50 mM
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pH=7,4 y EDTA 20 mM) más 0,5 ml de SDS 10% y se incubaron a

65°C, 30 min.. Luego se adicionó a esta suspensión, 1,5 ml de acetato

de potasio 5M y se incubó en hielo 60 min.. Se centrifugó a 12000 g 10

min. y se transfirió el sobrenadante a otro tubo, al cual se adicionó 1

volumen de isopropanol (-20°C), y se centrifugó a 6000 g 15 min.. El

sedimento seco fue resuspendido en 3,0 ml de TE 10mM (Tris-HCI 10

mM pH=7,4 y EDTA 1mM). Se centrifugó a 12000 g 15 min. a 4°C y

se transfirió el sobrenadante a otro tubo al que se le adicionó 15 ,ulde

RNAsa A 10mg/ml. Esta mezcla se incubó a 37°C 30 min., se agregó

250 ¡ulde proteinasa K 10 mg/ml y se siguió incubando durante 2 horas

más. Se adicionó 1 volumen de fenol, luego de 10 min. se centrifugó 3

min. y se transfirió la fase acuosa a la que se le agregó cloroformozalcohol

isoamílico (24:1). Luego de 5 min. se centrifugó 3 min. y se transfirió la

fase acuosa adicionándole un volumen de isopropanol. Se descartó el

sobrenadante y el precipitado se secó al vacío. Finalmente se resuspendió

el sedimento en 200 pl de TE 10mM (Tris-HCL 10 mM pH=7,4 y EDTA 1

mM) y se guardó a 4°C, hasta su uso.

Análisis electroforético: La movilidad electroforética de las muestras de

ADN fue analizada en gel de agarosa 0,8-1% en amortiguador TBE

1x(TBE 10x: EDTA 0,02 M, Tris-Borato 0,89 M, Ac. bórico 0,89 M, pH

8,0) más 2 [Jl de bromuro de etidio 10 mg/ml cada 100 ml de gel. Las

muestras se sembraron mezcladas con 1/4 de volumen de amortiguador

de siembra (Azul de Bromofenol 0,25 %, Sacarosa 40%) y fueron
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corridas a 10 volts/cm del gel.

Aislamiento de bandas en geles de agarosa: Se cortaron los bloques del

gel donde estaban las bandas de interés y se transfirieron a tubos

Eppendorf previamente tarados. Se agregó lNa (solución saturada en

803Na2 5%) 3 veces en volumen el peso de los bloques y 15 pl de

glassmilk (Geneclean ll, BIO 101). Se dejó reposar durante 15 min.

agitando cada 1 min., se centrifugó (9.980 g, 8 seg.) y se Iavó 3 veces el

sedimento con New (225 ml de 20mM Tris-HCI pH:7,2; 0,2M CINa; 2mM

EDTA pH:8,0 más 275 mI de etanol absoluto). Luego de 1 hora de secado

al vacío se resuspendió en 20 ¡ulde H20 destilada e incubó por 8 min. a

55°C. Se centrifugó (9.980 g, 8 seg.) y se guardó el sobrenadante. EI

sedimento se volvió a calentar con HZOdestilada y luego de centrifugar,

se juntaron los sobrenadantes (ADN),guardándolos a 4°C hasta su uso.

Restricción de plásmidos de P. rhodozyma: Cada 40 ,ug de ADN se

agregaron 6 ul de amortiguador N°3 (BIORAD),7 pl de HZObidestilada y

1 pl de enzima BamH1, se incubó a 37°C durante una 1-2 horas.
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RESULTADOS Y DISCUSION

ESTUDIOS GENETICOS Y FISIOLOGICOS DE Phaffía rhodozyma

l. Obtención de protoplastos

Los primeros experimentos de fusión se realizaron según la técnica

de dador muerto, en la cual una de las dos cepas a fusionar no se

encuentra en estado viable. Uno de los factores de presión de selección

sobre los híbridos fue el crecimiento a 30°C. Por este motivo la

preparación de protoplastos de P. rhodozyma se llevó a cabo a dicha

temperatura. Como esta levadura no desarrolla a 30°C se consideró a la

misma como el dador muerto (Miller, M.W.; 1976).

Cuando se digiere total o parcialmente Ia pared celular de una

levadura, ésta estalla a menos que el medio extracelular esté

osmóticamente estabilizado con respecto al medio intracelular.(Brenner,

8.; 1958)

Para determinar la concentración óptima de estabilizador, se siguió

la formación de células osmóticamente frágiles (c.o.f.) en incubaciones

con diferentes concentraciones de KCI,tanto en el pretratamiento como

en la solución enzimática.
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En la fig. 12
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Fig. 12 "(0"Esto se debe a que

durante el proceso

de obtención de protoplastos las células estallan (lo que se observa

microscópicamente). AIcalcular el porcentaje de c.o.f. con respecto a la

concentración inicial de células (fig. 13) se puede concluir que, para lograr

un medio isotónico con respecto al medio intracelular de Phaffía

rhadozyma, Ia concentración de estabilizador osmótico 0,6 M,

normalmente usada para Saccharomyces cerevisiae y demás especies no

osmotolerantes (Spencer, J.F.T.; 1989) es insuficiente en este caso. A

concentraciones iguales o mayores que 1,2 M cae la eficiencia, siendo la

óptima 1.0 M.
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mg/ml). En la fig. 14 se observa que la concentración enzimática no

afecta el porcentaje de células restantes con respecto a la concentración

inicial (KCl0,1 M). Finalmemte al observar el porcentaje de c.o.f.

obtenidas (Fig.15), podemos observar que aunque la pendiente inicial de

aparición de células frágiles es mayor a la concentración de 10,0 mg/ml

Fig. 15

95 de c.o.i.
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l l l l l l l l
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tiempo (min)

—°—6 mg/ml ‘9‘ 8 mg/ml “9- 10 mg/ml

[enzima]

de enzima, ya a los 10 min. practicamente se equiparan los resultados, y

las diferencias no son significativas con respecto a la variación de la

concentración de enzima. Por lo tanto se concluye, que la menor

concentración es Ia óptima pues se necesita un menor número de lavados

posteriores de las células para excluir la enzima, logrando así que ésta no
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interfiera en los experimentos posteriores.

Recopilando los resultados hasta aqui presentados, se propone el

siguiente protocolo para obtener protoplastos de Phaffía rhodozyma:

1- Hacer un cultivo de P. rhodozyma ya sea en YM-Iíquido o a modo de

césped en YM-agar, durante aproximadamente 24 horas.

2- levantar el cultivo de Ia placa de petri suspendiéndolo en HZOdestilada

estéril.

3- Lavar con KCI 1.0 M (centrifugar a 5.000 g 5 min.)

4- Resuspender el precipitado en solución de pretratamiento hasta una

concentración aproximada de 5 x 107 células/ml. Incubar durante 30 min.

a 30°C.

5- Centrifugar (5.000 g 5 min.) y resuspender (en igual volumen que en el

punto 4) en solución de enzima (Novozyme 234 6,0 mg/ml). Incubar a

35°C.

6- Determinar el progreso de la incubación observando al microscopio. Se

alcanza el mayor porcentaje de protoplastos (80%) en aproximadamente

25 min..

7- Lavar 3 veces con KCI 1,0 M.

8- Guardar a 4°C hasta su utilización en el mismo día.

EIprotocolo propuesto es útil en casos como fusiones con dador

muerto, extracción de ADN, ARNo cualquier otro proceso que implique la

remoción de la pared celular sin necesidad de mantener la viabilidad.

Para casos en los cuales sí es esencial obtener protoplastos viables,
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la primera modificación que hay que plantear es la disminución de la

temperatura a 22-25°C durante las distintas incubaciones.

En la fig. 16 se
‘soecol
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Fig. 16

en los puntos 4 y 5,

fijándola a 22°C. Los

lavados (puntos 3 y 7) se realizaron en centrífuga refrigerada a 20°C.

Si comparamos la obtención de c.o.f. a 30-35°C con respecto a

22°C (fig. 16), podemos ver que a la menor temperatura se requieren 60

min. para obtener un 70% de c.o.f., mientras que a 35°C el tiempo se

reduce a 25 min., lo cual se explicaría como una cinética enzimática

directamente relacionada con la temperatura. Esto es importante cuando

se requiere un alto rendimiento de c.o.f. no viables ya que aunque el

medio se encuentre osmóticamente equilibrado, a medida que el tiempo

pasa, las células van explotando.

Para estudiar la viabilidad y capacidad de regeneración de las

células tratadas, se realizaron plaqueos de las muestras en los respectivos

medios (YMcon y sin estabilizador osmótico). Observándose que la

regeneración fue de aproximadamente 46%, cuando la obtención de c.o.f
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correspodió al 30%; a medida que la conversión a c.o.f. aumentaba, la

regenaración disminuía, 23% para un 75% de conversión.

% células
O

Ci:7
80 ­

60 ­

40 ­

20_ Ñ Í É HO‘ l T I l fi] l
O 5 10 15 30 40

Tempo (min)

- Células ISS Esferoplastos :1 Protoplastos

Fig. 17

Se define como protoplasto a una c.o.f. que carece totalmente de

pared celular (Bacon, J.S.D.; 1969. Brenner, S.;1958). Se llaman

esferoplastos a las células que aunque son osmóticamente frágiles,

conservan fragmentos de pared (Darling, S.; 1969). Dependiendo de la

naturaleza y cantidad de pared remanente, los esferoplastos pueden

mantener su morfología original o presentar forma esférica en medios

isotónicos.

Si el objetivo es realizar fusiones se pueden utilizar esferoplastos,
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aunque es más conveniente el uso de protoplastos. Ahora bien, si los

experimentos a realizar implican transformación con plásmidos o

cromosomas artificiales, el uso de esferoplastos es esencial para lograr

altos rendimientos (Sipiczki, M.; 1985).

Para determinar si Ia formación de protoplastos en P. rhodozyma

implica una transición por estados de esferoplastos, se incubaron

muestras de c.o.f. obtenidas con Fluorescent Brightnes 28. En la fig. 17

se observa cómo evoluciona la formación de c.o.f. y la proporción de

protoplastos y esferoplastos.

La fluorescencia en las células fue disminuyendo durante el

transcurso de la incubación, aunque siempre hubo células que

mantuvieron alta la misma. Esta disminución se vio relacionada con la

pérdida de Ia morfología normal (esferoplastos), llegando las células a

tomar un aspecto esférico de gran tamaño y sin fluorescencia

(protoplastos).

Este pasaje por el estadio de esferoplastos explicaría que la

regeneración va disminuyendo a medida que aumenta el porcentaje de

c.o.f.. La regeneración sería más eficiente a partir de esferoplastos que de

protoplastos, ya que los restos de pared actuarian como núcleos

elongadores en la sintesis de pared celular. (Bacon, J.S.D.; 1969; Neóas,

0.; 1971)
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Il. Fusión de protoplastos

Una vez obtenidos los protoplastos de P. rhodozyma, se los

utilizaron para realizar fusiones con otras especies de levaduras. El

objetivo se centró en la obtención de híbridos que sintetizaran astaxantina

y pudieran a su vez crecer a mayor temperatura que P. rhodozyma. De

esta manera se podrían acortar los tiempos de crecimiento y también se

evitaría el costo que implica refrigerar un fermentador a 22°C.

Fusión de Phaffía rhodozyma y Saccharomyces cerevísiae:

Se utilizaron diversas cepas de S. cerevisíae para ser fusionadas

con P. rhodozyma. En la tabla I se detallan las diferentes cepas de S.

cerevísíae utilizadas detallando sus marcas genéticas y qué presión de

selección se utilizó (medio y temperatura de incubación) para aislar los

híbridos resultantes. Además se detalla si se obtuvieron híbridos y si

producían carotenoides. Para P. rhodozyma se utilizó como marca su

inhabilidad de crecer a 30°C.

En el caso de P. rhodozyma x S. cerevísíae K-382-382 se

obtuvieron híbridos que crecieron a 30°C con xilosa como única fuente

de carbono. Los parentales no poseían dichas capacidades juntas.

Las levaduras "petite" son mutantes deficientes en respiración.

Estas mutantes tienen alguna deficiencia en su cadena respiratoria, y por

este motivo no pueden asimilar hidratos de carbono no fermentables (por

ejemplo glicerol, etanol). Las mutantes "petite", por Io tanto, obtienen
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energía solamente por medio de la glucólisis. Esto determina que no

puedan utilizar, como se dijo anteriormente, el glicerol como única fuente

de energía. Dicha deficiencia puede ser revertida mediante fusión de

protoplastos con cepas de levaduras que sean competentes respiratorias

(Spencer, J.F.T.; 1981). En este caso Io que se logra es un intercambio

de material citoplasmático. Así la cepa competente respiratoria, que posee

mitocondrias funcionales, transfiere estas organelas a la cepa receptora,

la cual revierte su condición de "petite". (Ferenczy, L.;1977)

En base a dicha técnica se realizaron las fusiones de P. rhodozyma

con las cepas de S. cerevisiae K-382-382 "petite", p155 "petite" y p522

"petite". Los híbridos se aislaron en YPincerol a 30°C.

Tabla I:

cepas de S. Medio de T(°C) Híbridos Carotenoides

cerevísíae Selección

K-382-382 YPXiIosa 30 SI no

K-382-382 petit YPGlicerol 30 no -­

p155 petit YPGIiceroI 30 SI no

p522 petit YPGIicerol 30 SI no

p164 g,leu3 YNB "/Aa 30 no -­

p352 killer,arg YNB‘/Aa 30 Sl no

p165 g,his YNB ‘lAa 30 no -­

p173 g,ade2 YNB°/Aa 30 no -­
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Como se puede observar en la tabla I, la reversión de la deficiencia

respiratoria fue exitosa, excepto en el caso de la cepa K-382-382, en la

cual no se logró revertir el carácter "petite", aún luego de repetidas

fusiones. Esto podría deberse a alguna deficiencia a nivel nuclear no

complementada, o a alguna incompatibilidad entre las mitocondrias de P.

rhodozyma y Ia de la cepa K-382-382 "petite".

Cuando en las cepas parentales se utilizaron auxotrofías como

marcas genéticas (Spencer, J.F.T.; 1978), sólo se lograron híbridos en las

fusiones realizadas entre P. rhodozyma y la cepa p352.

Finalmente, de la tabla l se puede extraer, que no se obtuvieron

híbridos carotenogénicos. Pero si se logró la fusión y transferencia de

información genética entre especies de distinto género. Más aún,

reconociendo a P. rhodozyma como posible basidiomiceto, sería una

fusión entre grupos distintos.

En las fusiones, cuando existe cariogamia (unión de los núcleos), se

produce un reordenamiento cromosómico, que implica Ia posible fijación

de cromosomas mezclados (provenientes de ambos parentales) y eventos

de recombinación.

Considerando lo expuesto se buscó un género relacionado con P.

rhodozyma, con respecto a la característica de ser carotenogénica,

eligiéndose a Cryptococcus. (Yamada, Y.; 1989)

Cryptococcus es un género de levadura cuya principal caracteristica

es ser productora de carotenoides. Su temperatura óptima de crecimiento

está entre los 30 y 35°C, dependiendo de Ia especie. (Rodrigues de
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Miranda, L.; 1984)

Para seleccionar cepas pertenecientes a este género se plaquearon

muestras de agua de estanques en medio YMácido. Se aislaron levaduras

que fueron caracterizadas en base a la producción de pigmentos y

cápsulas amiloideas. 7 de ellas pertenecían al género Cryptococcus. Una

de éstas fue identificada como C. laurentíi (C7) según Ia utilización de

diversas fuentes de carbono. (Rodrigues de Miranda, L.; 1984)

Mediante mutagénesis por luz U.V. se obtuvieron mutantes

auxotróficos de la cepa C. laurenríi C7 (C7-27; C7-88) y blancos

(deficientes en la producción de pigmentos, C7-Wn). Las marcas

genéticas logradas, las hace óptimas como cepas parentales de fusión,

para poder diferenciar los híbridos resultantes de las fusiones con P.

rhodozyma. Como la temperatura de regeneración y selección de los

híbridos fue 30°C, P. rhodozyma no pudo crecer a esa temperatura

restrictiva.

Fusión de Phaffía rhodozyma y Cryptococcus Iaurentíí:

De los mutantes C7-27 y diversas C7-Wn, se obtuvieron

esferoplastos, los que fueron fusionados con esferoplastos de P.

rhodozyma.

Los productos de fusión de P. rhodozyma y C7-27 fueron aislados

en medio mínimo (YNBsin aminoácidos + glucosa 2%) a 30°C. En estas

condicones no crecieron los parentales. De los fusantes se reaislaron
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cepas (H27-12, H27-13, H27-14 y H27-15) para determinar presencia de

pigmentos a través de extracción y cromatografía de capa delgada.

De la fusión de P. rhodozyma y C7-W4 se aislaron en medio YM a

30°C a los híbridos HW4-66, HW4-78, HW4-81, HW4-84.

Los híbridos así obtenidos fueron caracterizados según las bandas

obtenidas en cromatragrafías en placa delgada de extractos de sus

pigmentos. En la tabla ll se resumen los valores de Rf de las bandas

obtenidos para cada híbrido.

Tabla II:

CEPAS Valores de Rf de cada banda en

en

.24 .28 .35 .37 .48
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Aunque no se lograron aislar cepas hÍbridas que produzcan

astaxantina y sean capaces de crecer a 30°C, sí se obtuvieron híbridos

que complementaron auxotrofías entre P. rhodozyma y C. laurentií (H27­

12; -13; -14; -15) y también se complementaron mutaciones que

afectaban la carotenogénesis en C. Laurentíí (HW4-81). De acuerdo a

estos resultados se puede postular que ambas especies podrían compartir

cierta información genética con respecto a la carotenogénesis. Cabe

destacar que no hay información alguna sobre los genes responsables de

Ia síntesis de carotenoides, para ninguna de las dos especies.
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Ill. Patrón Electroforético de los cromosomas de Phaffia rhodozyma

En Ia electroforesis convencional, móleculas superiores a 20 kb

migran en forma independiente a su tamaño (Brewer, B.J.; 1987).

En la electroforesis de campo pulsado (ECP)el campo eléctrico

aplicado varia alternativamente en dos direcciones. Esto hace que las

moléculas deban reorientarse en respuesta al cambio, y el tiempo que

tardan en lograrlo depende de su tamaño (Bustamante, C.; 1993). Se

logra de este modo caracterizar largos segmentos de ADN, a tal grado

que puede trabajarse con cromosomas enteros desde 30 hasta 2000 kb

(Carle, G.F.; 1985).

El uso de diversos sistemas de ECP ha permitido armar cariotipos

de diversas especies de levaduras (Johnston, et al, 1988) como así

también aislar cromosomas para ser utilizados en experimentos de

transformación celular (Goto, K.; 1990).

En el caso de Phaffía rhodozyma aún no se ha informado sobre el

aislamiento de cromosomas y mucho menos sobre resultados referentes al

número de los mismos.

Como se ha logrado óptimas condiciones para obtener protoplastos

de P. rhodozyma, se trabajó en las mismas condiciones ideales para

caracterizar a la especie según su número de cromosomas.

Se variaron el tiempo de pulsado, el voltaje aplicado, la

concentración de agarosa, tiempo de corrida y el número de ciclos, y se

hicieron numerosas corridas tratando de considerar la influencia de las
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variables en juego. Se obtuvieron desde corridas rechazables con una

única banda en el frente de corrida, hasta lograr obtener 7 bandas (foto 2)

con las siguientes condiciones:

...¡ U1Calles

VII
VI VIl-XV-IV
V XII-XVI
|V XIII
III XIV-ll
ll X-Xl
i V-VIlI

IX

III

Vl

FOTO 2: Calles 1 y 2: Phaffia rhaa’ozyma. Calle 5: Saccharomyces cerevisíae.

Diferencia de potencial: 11 volts/cm de gel.

Tiempo de corrida: 20 horas

Número de ciclos: 1

Duración del pulso al comienzo: 1 seg

Duración del pulso al final: 60 seg



61

Incremento del pulso: exponencial

% del tiempo del ciclo en alcanzar el 50% del pulso: 40

Relación pulso hacia adelante/pulso inverso: 3:1

Pausa como % del pulso hacia adelante: 2

Concentración de agarosa: 1 %

Temperatura: 10°C

Una de las 7 bandas obtenidas correspondería, por su tamaño e

intensidad, a dos moléculas diferentes ; con lo.cual se podría inferir que el

patrón electroforético de los cromosomas de Phaffia rhodozyma NRRLY­

17269 estaría compuesto por lo menos por 8 cromosomas.
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IV. Plásmidos de Phaffía rhodozyma

Una de las tantas estrategias posibles a considerar cuando se

quieren estudiar caminos biosintéticos y sistemas de regulación, es Ia de

aislar los genes responsables. Para ello se ensayó si la preparación de

protoplastos de Phaffía rhodozyma sería satisfactoria para Ia extracción de

su ADN total.

Luego de obtener los protoplastos y extraer el ADN, se lo analizó

electroforéticamente contra patrones de peso molecular. Se obtuvo una

banda correspondiente a ADN > a 50 Kb. y tres grupos de bandas,

siendo uno de ellos una banda única de muy bajo peso molecular (<0.5

Kb). El otro grupo consistió en tres bandas de 3 a 3,8 Kb y finalmente el

tercer grupo también conformado por tres bandas de 5 a 7 Kb. En la foto

3, se muestran corridas electroforéticas de extracciones independientes

de ADN, las cuales se realizaron según se describe en Materiales y

Métodos, pero el tratamiento con RNAsa fue obviado en las muestras N°

2 y 3 (calles 3 y 4). En la corrida electroforética se puede observar la

presencia de una banda intensa y de muy bajo peso molecular,

correspondiente al ARN.
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Calles123456

Kb

23,1 ADN crom.
9,4
6,6
4,4 5 - 7 Kb
2,3 3 - 3,8 Kb
2,0

0,5 Kb

FOTO 3: Calle 1: Fago ¡l digerido con Hindlll. Calles 2 a 6: muestras 1 a 5 respectivamente.

La banda de mayor peso molecular (>50 Kb) correspondería al

ADN cromosomal de P. rhodozyma. Esta a su vez fue cortada del gel de

agarosa, extraída y digerida con BamH1. Se íncubó por espacios de 1, 2 y

3 horas y luego se determinó electroforéticamente que el tiempo óptimo

de incubación fue de 1 hora. En este caso dio como resultado una

digestión parcial enriquecida en fragmentos de 12 kb (Foto 4).
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12

FOTO 4: Calle 1: Marcador de alto peso molecular (Gibcol 48 a 8 Kb. Calle 2: ADN

cromosomal. Calles 3 a 5: digestión con BamH1 por 1, 2, 3 hs respectivamente.

Todo esto permite concluir que los protoplastos obtenidos son

aptos para la extracción de ADNy éste es asequible a las enzimas de

restricción. Esto podria en el futuro servir para armar bancos genómicos

de P. rhadozyma.

Para caracterizar en forma preliminar las bandas no

correspondientes a ADN cromosomal, se trató a la muestra N°5 (Foto 5)

con solución alcalina (60 min, 60°C; calle 3); con DNAsa (60 min, 37°C;

calle 4); con RNAsa (60 min, 37°C; calle 5) y RNAsa en alta fuerza

iónica, ClNa 0,3 M (60 min, 37°C, calle 6).
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Calles

Kb Kb

ADN cr. 23,1
9,4
6,6

5 - 7 4,4

3 - 3,8 2,3
2,0

FOTO 5: Calle1: control. Calle 2: 60 min a 60°C. Calle3: NaOH 10M 60 min, 60°C. Calle 4:

DNAsa. Calle 5: RNAsa. Calle 6: RNAsa en CINa 0,3 M. Calle 1: Fago ¡l digerido con Hindlll.

De los resultados obtenidos se pudo inferir que dicho patrón de

bandas indicaría la presencia de moléculas en particular y no de artefactos

de la técnica, ya que se repitió en diversas e independientes extracciones.

Castillo y Cifuentes (1993) aislaron de P. rhodozyma UCD 67-385

4 bandas de 4,5; 3,1; 0.95 y 0.75 Kb respectivamente, correspondientes

a RNAde doble cadena. En este caso el análisis preliminar indicaría que

dichas bandas no corresponden a ARN ya que las mismas resisten a los

tratamientos con RNAsa aún en condiciones desnaturalizantes. Por el

contrario serian moléculas de ADNepisómico, pequeño y probablemente

circular, característico de plásmidos.



66

V. Obtención de mutantes de Phaffía rhodozyma

Cuando se pretende estudiar los genes de una via biosintética es

prácticamente obligatorio disponer de mutantes que presenten alguna

clase de interrupción en el camino a estudiar. Por Io tanto se planeó

mutagenizar a P. rhodozyma en busca de mutantes de color, es decir

células posiblemente defectivas en la síntesis de astaxantina.

Primero se hizo una curva de sobrevivencia siguiendo el protocolo

propuesto y tomando muestras a intervalos de 10 min.. Las mismas se

plaqueaban y luego se contaban las colonias que aparecían, relativizando

con el número de colonias en muestras donde el tiosulfato se agregó

antes que el agente mutagénico (tiempo O , 100%). De este modo se

determinó que ya a los 30' de incubación con MNNGse logra un 90% de

mortalidad, por lo cual, en posteriores pruebas, se incubó en ese lapso de

tiempo.

Como resultado se obtuvieron diversos mutantes de color, los

cuales fueron caracterizados por su producción de pigmentos y estabilidad

de la mutación. Para esto último se hicieron sucesivos repiques

verificando así la estabilidad de las mutaciones (detectada por su fenotipo

de color) en el tiempo.

Para tratar de caracterizar las mutaciones se extrajeron los

pigmentos y se hicieron cromatografias en capa delgada (TLC). Dos

mutantes, col2-1 y col5-7, aparentemente tendrian una mutación

posterior a la sintesis de ÍS-caroteno, acumulándose éste en las células y
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dándoles un fenotipo amarillento.

Otros mutantes, col3-2 y col3-4, cuyo fenotipo fue blanco, estarían

mutados en pasos anteriores a Fitoeno, pero como crecen en medio

minimo (YNB-Glucosa), la mutación seria posterior a GeraniI-PP necesario

para las células.

La mutante coI1-5 (salmón oscuro) presenta los 3 intermediarios

inmediatos de astaxantina, pero la banda correspondiente a astaxantina

es muy debil con respecto a P. rhodozyma tipo salvaje. Esto podria indicar

una mutación no total en el último paso de la síntesis de astaxantina.

Todos los mutantes presentaron una remarcabie estabilidad del

color a través de sucesivos subcultivos: además dichos fenotipos de color

nunca aparecieron espontáneamente. (Foto 6)

FOTO 6: Mutantes de Phaffl'a rhodozyma, de izquierda a derecha: coI3-4, col5-7 y Phaffía

rhodozyma
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VI. Respuestas de Phaffia rhodozyma a condiciones de estrés oxidativo

Cuando se estudia la produción de algún metobolito microbiano

cuya sintesis no es común, surge la pregunta: ¿por qué Io produce7.

Este es el caso de la sintesis de astaxantina por Phaffía rhodozyma.

Para tratar de explicar algunos aspectos de ese metabolismo, se estudió

cómo reacciona P. rhodozyma ante el estrés oxidativo.

La presencia de un generador de radicales anión superóxido (02-)en el

medio de cultivo, como duroquinona, induce la acumulación de

carotenoides en P. rhodozyma (Schroeder, W.A.; 1993). En estos

estudios se utilizó una mezcla generadora de radicales libres (H202 +

Fe“) en cultivos continuos de P. rhodozyma y mutantes derivados.

Cuando se adicionó
[Hzozl

10 mM . .
H202 al medio de CUIthO en

lmM

concentraciones menores a
0.1mM

1mM, se observó un
0.0| mM

omM °°""°'—’ incremento de carotenoides

-40 -20 0 20
dilerencias respecto al control (‘36) con resDeCto al contro' y’

2- . 2- ‘ 2- O|:Jcon Fe - Fe 450w EX) Fe QOOuM con concentramones
Flg.18

mayores el efecto fue el

inverso. Se agregó además Fe2+y se mantuvo el mismo patrón, pero a

partir de concentraciones 1mM de H202 (Fig 18).

El H202 junto al Fe2+ producen radicales hidroxilos (HO'), altamente

reactivos según la reacción de Fenton (Halliwell, B.; 1989): Fe2+ + H202

->OH' + HO. + Fe“, y éstos pueden ser capturados por carotenoides,
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quienes a su vez se degradan (Schroeder, W.A.; 1993).

Para estudiar este comportamiento con mayores detalles se

incubaron extractos de carotenoides totales en acetona, provenientes de

cultivos controles, con distintos volúmenes de una solución de H202 +

Fe“. Al realizarse barridos espectrales de las muestras se vio claramente

que descienden los máximos correspondientes a los carotenoides y que

surge un pico de probables productos de degradación. Este efecto se

acentúa con mayores

volúmenes de Ia

solución de H202 +

Fe“, fig 19. Por

cromatografía en

placa delgada se
360 350 400 460 500 660 600

verificó la Longitudde onda (nm)

— conlrol — 50 uimofa" 100ulH2024Fez'
disminución de los ng,19

carotenoides, incluso

de astaxantina. Al incubar con H202y Fe2+por separado no se observó

dicho patrón.

Para ver si los espectros de absorción podrian dar información de Io

que estaría ocurriendo intracelularmente en P. rhodozyma, se realizó un

pulso de H202 50mM + Fe2+ 100pM (las concentraciones correponden al
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fermentador) en cultivo continuo a una D=0.14 h". Las muestras fueron

tomadas a los tiempos, T0:prepulso; T1:40’; T22180' y T3:24 h. En la

figura 20 se muestran los espectros de extractos en acetona. Si

comparamos las

figuras 18 y 19 se

observa que el0.8

0'6 patrón de
0.4

degradación
-.. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . "A" .

observado in-vitro se
U, . . . .
aoo 350 400 450 500 550 eoo

Longitud de onda (nm) repite entre T0 y T1.
— r-o — T-l T-2

Tempz22'C0.0.:501,DH:4.5 T2 seria similar a T1,
Frg. 20

y a T3 el cultivo ya

estaria recuperándose del estrés oxidativo. Esto significaría que en

respuesta a la degradación de los carotenoides, provocada por la

presencia de radicales libres, se induciría Ia sintesis de los mismos

obedeciendo a algún mecanismo de control.

Como se describió en la introducción, este género de levadura

siempre fue aislado de ambientes frios. Está descripto que en medios

ambientes extremos, se acentúa la aparición de radicales libres. Pensando

en ello se cultivó a P. rhodozyma durante 4 dias a 22°C, en Céspedes en

placa de Petri. Luego se incubaron las placas a 4°C y se analizaron los

espectros de las extracciones, antes de la incubación en frio (T0), a los 4

dias (T1) y a los 8 dias de incubación a 4°C (T2), fig 21. A T1 se observó

la acumulación de productos de degradación, pero no una disminución de
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carotenoides con respecto a T0. Esto indicaria una activa sintesis de

carotenoides a medida que se degradan. A T2 desciende el nivel de

productos de degradación, lo cual indicaria que los mismos no se

acumulan. Este

fenómeno podria ser

correlacionado con lo

observado en

presencia de

radicales libres y la c. - - .
300 350 400 460 500 660 600

Longitud de onda (nm)
ausencia aparente de

—T0 —T1 T2

degradación a T2 Fig.21

podria deberse a una

depleción de las fuentes generadoras de radicales libres.

Como se planteara anteriormente, esto podria representar un

sistema de control de la sintesis de astaxantina. Para ahondar en ello, se

realizó el mismo procedimiento con los mutantes col3-4 y col5-7, cuya

obtención se explicó en la sección V de Resultados. A T0, ambos

mutantes presentaron su normal carateristica (col3-4 no produjo

carotenoides y col5-7 produjo B-caroteno). A T1, col5-7 también presentó

acumulación de productos de degradación que desaparecieron a T2 (Fig

22). Este mutante difiere de P. rhodozyma debido a que Ia concentración

de B-caroteno aumentó aproximadamente 2,7 veces, manteniéndose

constante en T2. Esto denotaria cierto grado de desregulación en la

sintesis de carotenoides.
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Respecto al

comportamiento de col3-4,

a T1 se observó la

acumulación de

carotenoides y degradación
A l 41

300 350 400 460 500 660 600

Longitudde onda (nm) de los mismos. En este

. — TO — T1 T2 lFlg.22 caso la velocudad de

sintesis es mucho menor

que en los otros dos casos debido a que la concentración es baja y a T2

todavia se observa el pico correspondiente a degradación (Fig 23).

Según

Johnson, E.A.

(1991) podria haber

dos vias para la

biosintesis de

astaxantina. Esto Longitudde onda (nm)

_ l —TO —Tl T2
explicaria el

comportamiento del

mutante col3-4, el cual en condiciones normales presentó un fenotipo

blanco (ausencia de carotenoides) y bajo estrés comenzó a producir

astaxantina sin acumular B-caroteno.
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En muchos

casos y

_ Acotll-CoA
especualmente en

Movalónlco E8l::::,::'lm
hongos, existe en la

Neurosporeno

biosfntesisde8- °°'3"—j"
Llcopeno B-macaroteno

caroteno, una l Renunció"?
I

. B-caroteno ¡
regulacrón por cars-7 I

ASTAXANTINA ASTAXANTINA Ílretroalimentación l

negativa (feedback Flg.24

negativo) del

producto final sobre

la enzima mevalonato fosfoquinasa (Johnson, E.A.; 1991). En el caso de

P. rhodozyma podria ocurrir lo mismo, pero aqui seria astaxantina el

producto final que ejercería el control. En el caso de no producirse ésta,

como en la mutante col5-7, se induce el aumento de la carotenogénesis

bajo estrés, y se incrementa la concentración de B-caroteno, (dicho

aumento no ocurre en P. rhodozyma).

En base al comportamiento de col3-4 se puede postular la

existencia de alguna molécula que, ante el estrés oxidativo, actuarla como

inductor de la vía alternativa o de ambos caminos metabólicos, fig 24.
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Si comparamos los espectros correspondientes a extractos de

muestras de cultivos continuos de P. rhodozyma, obtenidos a diferentes

velocidades de dilución (D=0,08 y D=0,14 h“, correspondientes al 40 y

70% de la Dem“, fig 25),

encontramos que a la

menor D no se encuentra

acumulación de productos

de degradación, pero sia la

u. - 1 mayor velocidad, cayendo
300 350 400 460 600 660 600

Longitud de onda (nm) . .al mismo tiempo la
— o-o.i4n"—o-o.oah"

Tempz22'C0.04501.pH:4.5 concentración de

“9'25 carotenoides totales. Por lo

tanto, se puede pensar que a una mayor velocidad de crecimiento de la

población, la velocidad de degradación aumenta aunque sin superar a la

de sintesis.

Hasta ahora dijimos que la sintesis de carotenoides en P.

rhodozyma podria ayudar a este género a defenderse de la generación

exógena y/o endógena de radicales libres, principalmente recordando el

nicho ecológico en que habita. Pero ¿és esto real?. Todos los

experimentos hasta aqui realizados y los presentados en la literatura por

otros autores, corresponden a estudios de la cepa aislada, sin la misma

tener que competir contra otros microorganismos. Para tratar de estudiar

ese aspecto se realizó un cultivo continuo mixto, con la cepa salvaje de

colección de P. rhodozyma y los mutantes col3-4 y col5-7. Estos últimos
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sólo serian deficientes en la sintesis de carotenoides pero no en su

crecimiento normal, teniendo velocidades de crecimiento máximas iguales

a la cepa salvaje.

Se sembró el fermentador al 20% con una mezcla, partes iguales

en número de células, de cultivos en fase logaritmica de cadacepa.

En base a los resultados expuestos en la sección IX, se utilizó una

velocidad de dilución de 0,1 h", ya que a dicha velocidad no sólo el

crecimiento es bastante rápido, favoreciendo la velocidad de respuesta de

los microorganismos, sino que también se asegura que la acumulación de

carotenoides en las células sea alto.

Cuando el cultivo llegó a un estado estacionario, se determinó la

proporción de cada cepa por recuento en placa. Gracias al fenotipo visible

en las colonias se pudo a simple vista reconocer a cada una de ellas (cepa

salvaje: color rosa; mutante col5-7: color naranja y col3-4: blancas).

Luego de sucesivos plaqueos, en los cuales se determinó que la

proporción se mantenía constante, se realizó un pulso de H202 SOmM +

Fe2+ 100pM (las concentraciones corresponden al fermentador) y se

siguió la evolución del cultivo por medio del crecimiento y por plaqueo de

muestras a los tiempos TO; T1; T2; T3 y T4, correspondientes al

prepulso, 1, 3, 6 y 24 horas respectivamente.
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En la fig. 26 se muestra como descendió la concentración

porcentual (en base a las concentraciones iniciales) de cada cepa a los

distintos tiempos. De la misma surge que la concentración de las tres

cepas cae a lo largo del tiempo, pero mientras col5-7 y la cepa salvaje se

mantienen prácticamente invariables a T1, coI3-4 sufre una significativa

caída en su concentración.

Para analizar los resultados, se parte de la hipótesis que luego del

pulso todas las células quedan inhibidas en su capacidad de dividirse,

manteniéndose morfológicamente intactas. Esto permite calcular cómo

descendería la concentración celular por el único efecto de la velocidad de



dilución. Para ello se utilizó la siguiente fórmula:

_ tX, _ )6 e( a

Siendo X,: concentración celular al tiempo t [cel/ml]

X0: concentración celular a T0 [cel/ml]

t: tiempo [h]

D: velocidad de dilución [h"]

Por recuento en placa se calculó la concentración total a T0 y luego

la caida de

concentración
x ¡o 'ceIs/mi

5
teórica.

Comparando la

concentración total

calculada por

p|aqueoa|os o 5 10 15 20 25 ao 35 4o 45 50
Tlempo (h)

distintos tiempos + conteo —Teorla
Flg.27

(T¡) con la

concentración teórica, se puede ver que las caidas de ambas curvas son

similares (Fig 27).

Cuando se realizaron los mismos cálculos, pero para cada cepa

individualmente; se observa que a T1 no cae Ia concentración tanto para

coI5-7 como para la cepa salvaje (figs 28 y 29), pero desde T2 la caidas

son similares a las respectivas teóricas.
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cae/mi .10’
2

D 1 A n l l o

so
Tlermo (h)

— room 0 Combo — Teoria 0 Conteo

30
Tiernoo (h)

Al analizar a col3-4, podemos ver que a diferencia de las otras

cepas, a T1 la concentración cae considerablemente (36 %, Fig 30). Esto

sólo seria explicable por pérdida total de la capacidad de dividirse, ya que

la caída es significativamente mayor a la esperada, sólo por lavado (cae

un 30 % más). Luego se calculó como seria el descenso considerando Ia

concentración a T1 como inicial, pudiéndose ver que responde a la

función de lavado.

Concluyendo,
ceIs/ml.1o’

4

se destaca que la 1.2
1

presencia de la QB

. 0.6
solucnón generadora

0.4

de radicales libres °‘2
o . . . 0 . . . a

. . . . 0 10 20 30 40 60 60
Inhibe el crecrmiento -T¡empo(h)

— Teoria! 0 Conteo —- TeorlaH

de P. rhodozyma y a Hg30

un mutante

relacionado (coI5-7) que acumula B-caroteno. A diferencia, un mutante

que no acumula carotenoides (col3-4), no sólo se ve inhibido en su
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crecimiento sino que más de 1/3 de su población se ve afectada

letalmente.

Esta aparente protección brindada por la acumulación de

carotenoides, podría explicar cómo se fijó y se mantiene en la naturaleza

un genotipo que acumula carotenoides. Asl mismo un mutante blanco,

tendría una baja probabilidad de fijarse en ecosistemas donde la

concentración de radicales libres sea alta.
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CONTROL COMPUTARIZADO DE LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA

Vll. Medición del crecimiento en el fermentador

El crecimiento celular es una de las variables más importantes a

tener en cuenta en los procesos fermentativos. Los métodos disponibles

para determinarlo implican la toma de muestra y posterior análisis

(densidad óptica, peso seco, etc.), o la estimación a través de otras

variables como por ejemplo el consumo de oxigeno (Riedel, K.; 1988b),

variación del pH (Allison, S.M.; 1993). etc.

El PROIMl-Z (Castro, G.; 1992) fue diseñado para medir la

concentración celular dentro del fermentador en cultivos bacterianas.

Cuando se quizo medir el crecimiento de levaduras se saturaba el

sistema, debido al mayor tamaño celular y para adaptarlo se desarrolló un

nuevo sensor (sensor-ll), manteniéndose el resto del equipo en su diseño

original (Foto 7).

FOTO 7: PROIMI2 - Sensor ll
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En la figura 31 se detalla la arquitectura del sensor-ll, El mismo

posee dos características principales:

allermentador ‘12

señalalProimill m fi Q

del fermentador =>

© Bombaperistáltica

fi Fotodiodoreceptor

Figura 31 Q Lámparaemisora

-Poder variar el paso de luz. Esto se logra variando Ia altura donde se

alinean la lámpara y el fotodiodo receptor

-Un diseño que impide el crecimiento en las paredes del mismo. Esto

último se logra con un constante correr del medio a través del sensor,

posiblemente debido al efecto Venturi que se produce en la celda de

medición.

La comparación de curvas de crecimiento de S. cerew'siae, seguidas

por densidad óptica a 660nm medida en espectrofotómetro, y a través del

PROIMI II - sensor II, probó Ia eficacia del sensor-Il.

De la comparación con densidad óptica, como asi también con

biomasa como peso secolg/I), se calibró el sistema en base a una
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regreslon logaritmica.

Log(y) = a + b x

siendo,

y: valor de densidad óptica a 660 nm o biomasa como peso seco

x: valor de crecimiento según PROIMIII - sensor ll,

a: ordenada al origen

b: pendiente

La calibración del É
3

sensor se realiza para cada g ‘

especie microbiana a utilizar,

consrderando también el ' :l Omimm’i s
Fig.32

medio en el cual va a crecer.

De este modo se calibró el sistema para Phaff/‘arhodozyma en el medio de

cultivo que se detalla en materiales y métodos. Con los valores de

densidad óptica a 660 nm y de peso seco de muestras tomadas a Io largo

de curvas de crecimiento, se realizó la regresión con respecto a los

valores del PROIMIll correspondientes (fig. 32).

El tener en forma cuasi-continua mediciones representativas del

crecimiento del cultivo, permite calcular al mismo tiempo la velocidad

especifica de crecimiento (y) variable importantísima para cualquier

sistema de control de procesos fermentativos.
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Vlll. Programa de computación para el control de fermentadores

Prácticamente todos los fermentadores modernos poseen salidas

digitales, y de no ser así, fermentadores de anterior generación poseen

salidas analógicas para registradores. En ambos casos, ya sea

directamente en el primero o a través de una tarjeta conversora analógica­

dígital en el segundo, se pueden conectar los fermentadores a

computadoras y asi almacenar los valores de las distintas variables (pH,

oxígeno disuelto, temperatura, agitación, etc.) en la memoria de la misma.

Una vez logrado esto debe decidirse si conviene utilizar un paquete

de programas comercial, o bien escribirlo en algún idioma como por

ejemplo BASIC, PASCAL, etc. Los programas comerciales disponibles, a

pesar de tener la obvia ventaja de estar listos para usar y ser buenos en

su mayoria, pecan de rígidos, es decir, hacen y permiten hacer sólo tareas

ya definidas, como por ej: leer el valor de pH y mantenerlo mediante la

activación de bombas dentro de un valor prefijado. Pero si se pretende

agregar otros sensores o controlar otros equipos como bombas

peristálticas extras, ya no se pueden usar programas estándares. En la

actualidad han surgido programas comerciales con los cuales si se pueden

agregar varios sensores y controlar diversos equipos, pero aqui el mayor

problema es el costo de los mismos, pues los precios ascienden a varios

miles de dólares.

En base a Io expuesto se decidió desarrollar un programa que

cumpla con los requerimientos básicos para adquisición de datos y control



84

de fermentadores, y que al mismo tiempo sea fácilmente modificable para

lograr versiones que cubran futuros requerimientos.

Asi se escribió BIOFER1.0, el cual permite la adquisición de datos,

presentándolos en la pantalla y almacenándolos en los archivos.

En cuanto a la presentación en la pantalla, un operador

generalmente se interesa por tres puntos principales:

a- el valor actual de cada variable en medición,

b- la tendencia actual o cambios de los valores de cada variable,

c- la historia total de la evolución del proceso.

Para ello la pantalla de presentación de BIOFER1.0 se divide en

tres (fig 33), cada una satisface los puntos antes mencionados:

a- Aparecen en tabla los valores ¡:¡g'33

de cada variable actualizados

cada 30 seg., pudiéndose

cambiar el tiempo de muestreo.

b- Se grafican los valores de

cada variable obtenidos durante

la última hora del proceso.

Cada media hora, la mitad izquierda del gráfico desaparece y la mitad

derecha se corre a dicho lugar, dando lugar asi a Ia graficación de la

próxima media hora del proceso (un valor cada tiempo de muestreo). De

esta manera se ve cómo va evolucionando el sistema, teniendo en

pantalla como minimo la gráfica de la última media hora del poceso.
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c- Finalmente, se grafica todo el proceso desde el comienzo, pudiendo de

esta manera tener en pantalla la historia total de la fermentación. En la

figura 34 se muestra un ejemplo de la pantalla durante un cultivo por lote

de Phaffia rhodozyma.

T=30. N=número de variables

Variable I

Verificación

Actualización valor en pantalla

y gráfico temporal

no

T=tiempo + 30

Actualización gráfico total
y grabación en disco rigido

Fig. 35

En las figuras 35 y 36 se muestra el diagrama general de flujo del

programa. En el mismo se puede observar que mediante un bucle de

lectura se muestrean las distintas variables.

Cada una es leída de 10 a 50 veces, dependiendo del nivel de ruido de las

mismas, y los promedios de las lecturas son verificados respecto al valor

anterior (fig. 36).
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si

Fig. 36

Ejemplos de cultivos por lotes obtenidos utilizándose el PROIMIII y

el BIOFER1.0 se presentan en las figuras 37 y 38. Dichas curvas son

resultados de estudios realizados con Saccharomyces cerevisíae (fig. 37)

y con Zymmomonas mobílís (fig. 38).
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Fig. 38

Posteriormente fue

necesario mejorar el

programa adecuándolo

para cultivos continuos.

Con este fín, se

desarrollaron las

subrutinas, que agregadas

al BIOFER1.0, controlan

el comienzo del cultivo

continuo y mediante una
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Saccharomyces cerevisiae
100 ra

Croclmlonb

to -e
É“
C

3. pu
g E

1 la

e" 6 á 1'2 1'5 fe 2'1 24:

Tim»
Flg. 37 ‘h’

señal sonora indican el tiempo en que se alcanza el estado estacionario.

De esta manera, quedó definido el programa como BIOFER2.0.

Zymomonas mobili:

Crecimiento

t á ó r 12 15 1a 21
“amm

Con los datos del PROIMI

ll el programa registra el

crecimiento exponencial del

cultivo y hace entrar en

funcionamiento la bomba de

alimentación a una velocidad

determinada, a fin de obtener la

velocidad de dilución (D)

deseada por el operador, esto se

calibra según la bomba

peristáltica y mangueras

utilizadas. Luego de transcurridos 3 a 4 tiempos de retención, una
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una subrutina especifica establece si la densidad celular se mantiene

constante, verificando que la misma no varie a lo largo del tiempo por

fuera de un rango preestablecido. Cuando se cumple dicho requisito una

alarma da aviso y entonces el operador decide si realmente el cultivo ha

llegado a estado estacionario. La velocidad de dilución se puede variar en

cualquier momento, y esto queda a criterio del operador.

Las variables como por ej., rango de variación de la densidad

celular para determinar estado estacionario, tiempos de retención; tiempo

de espera para dar la señal sonora y desde ya velocidades de retención,

son valores que están a disposición del operador para definirlos según el

sistema a estudiar.

En función de las necesidades de estudio con P. rhodozyma y para

demostrar la versatilidad de BIOFER,se desarrollaron nuevas subrutinas

que, agregadas a la versión anterior, permitieron realizar cultivos por lote

alimentado totalmente automatizados dando origen a BIOFER3.0, última

versión escrita.

La novel subrutina de BIOFER3.0 calcula la velocidad específica de

crecimiento (y). Primero se deben calibrar los valores del PROIMIll en

base a, por ejemplo, densidad óptica, como se explicó en la sección VIl

de Resultados.
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Con los valores de densidad óptica calculados el programa va

realizando la regresión lineal de un grupo de puntos, y obtiene la

velocidad especifica como el valor de la pendiente de la misma. Para cada

nuevo valor de crecimiento la subrutina calcula el valor de densidad óptica

y lo agrega como último valor del grupo, descarta el primer valor y calcula

la nueva pendiente. Para determinar la cantidad de puntos óptimos para

formar el grupo de valores, se utilizaron archivos generados con BIOFER

1.0 correspondientes a curvas de crecimiento de P. rhodozyma. Se

hicieron los cálculos de p con diferentes cantidades de valores (desde 30

hasta 300, de a 10

puntos) (fig. 39). Se

concluyó que 200

puntos dan valores
Fig. 319]h Calculodo padsiinlos Intervalos

de y que no oscilan a 02- 02

.. 0.10 0.10
causa de pequenas 30puntos 100puntos

012 0.12

diferenCias, como 0061 m

ocurre con grupos 0-0" 0-04

_ . 0 0­
menores, ni pierde

°'°‘ á 4' a a fo 1'2 1'. °-°‘ á 4' e' á ¡o 1'2 ¡4

sensibilidad, como berwih)

ocurre con grupos de

mayor números de

valores.

200 puntos representan 200 muestras realizadas cada 30", se

abarca asi un lapso de 1,66 horas, tiempo que se considera
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representativo para reflejar cambios en la velocidad específica de

crecimiento de P. rhodozyma (td=3.46 h"). Cabe aclarar que el lapso a

cubrir puede variarse sin dificultad de programación.

De esta manera se puede calcular el valor de ,u y también es

posible, luego de que la fase de crecimiento en lote finaliza, controlar la

velocidad de crecimiento, regulando las revoluciones de la bomba

peristáltica que aporta el medio de cultivo en la fase de lote alimentado.

Esto se llevó a cabo conectando una bomba peristáltica (Watson-Marlow

MHRE-7)a una salida analógica de la tarjeta conversora AD/DA, en forma

tal que la velocidad sea controlada mediante el nivel de voltaje de la señal

programada.

La velocidad de alimentación teórica se determina a lo largo del

tiempo según la siguiente fórmula: (Shioya, S.; 1992)

x/s

pd: velocidad específica de crecimiento requerida [h"]

X0: biomasa al comenzar la alimentación [g/I]

V0: volumen de trabajo al comenzar la alimentación [I]

Y“: rendimiento global de sustrato en células [g/g]

S: concentración de sustrato limitante en la alimentación [g/I]

t: tiempo desde el comienzo de la alimentación [h]

Con una estrategia de esta naturaleza se corre el riesgo de que si por
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cualquier razón el cultivo deja de responder como se supone, el sistema

completo quede fuera de control, lo cual podría llegar a significar la

pérdida del proceso. Para evitar dichos desvíos se agregó a la fórmula un

término de regulación que incluye la desviación de la y real con la y

preestablecida. La velocidad de la bomba peristáltíca queda definida por:

Bomba: a + Fb + ((ud— u,)-1000)

a, b: coeficientes de calibración de la velocidad de alimentación con

velocidad de la bomba.

ut: velocidad especifica de crecimiento calculada al tiempo t[h-'].



93

Ill. Cultivo de Phaffia rhodozyma

En cultivos por lote de P. rhodozyma, la formación de astaxantina

está asociada al crecimiento del cultivo; una vez que la glucosa, como

fuente de carbono, se termina, finaliza el crecimiento en biomasa,

manteniéndose esta constante; sin embargo la sintesis y acumulación de

astaxantina continúa.

La disponibilidad de fuente de carbono es esencial para la sintesis

de carotenoides, ya que células resuspendidas en solución amortiguadora

carente de alguna fuente de carbono, no incrementan su contenido de

pigmento, pero si lo hacen al adicionarse una fuente de carbono o en

medio de fermentación ya agotado. Probablente un cultivo en crecimiento

de P. rhodozyma excrete intermediarios carbonados del catabolismo de la

glucosa, como ser etanol, ácido acético o algún intermediario del ciclo de

Krebs; el cual sería luego reasimilado y asi continuar la carotenogénesis

(Johnson, E; 1991).

A medida que se aumenta la concentración inicial de glucosa en el

medio de cultivo, disminuye la velocidad especifica de crecimiento como

asi también el rendimiento en biomasa,

Tabla m.

u GLUCOSA(g/Il pmlhf') Y,,,(g/gl

II 3.o 0.11 0,91

II 10.0 0.07 0,62
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Esto también fue observado en otras cepas de P. rhodozyma como ser

J4-3, mutante superproductor derivado de CBS 5905T (Meyer, P.S.;

1993; Meyer,P.S.; 1994) y en UCD67-210 (Johnson,E.A.; 1979). En

todos estos casos al igual que en este trabajo la caida de rendimiento

también involucra Ia síntesis de carotenoides, disminuyendo la

acumulación de los mismos.

En cultivos continuos se observó que a bajas velocidades de

dilución (D) el rendimiento en biomasa (Ym), es alto como en el caso de

lotes con baja concentración inicial

de glucosa; pero a altas D el
D'O

y}: 7/” rendimientocae (fig.40); este
¿e ¿a ¿ü
ás: mismocomportamientose observao /o- /o«
%v %v %w

encepasdeSaccharomycesá‘ ¿fi ¿a
0.06 0.03 0.10 0.12 0.14 cerevísíae (fig. 41

D (h")
-0lucouioll) Blomou (oli) m0.! ¡0| (uu/ocal)

Fig. 40

En altas concentraciones de

azúcares fermentables, S.
QÑ®Q

m
O015 _4o

cerevisíae utiliza mayormente la Dlh")
Slam .0Iucon mamen

, , , Fb.“
glucólrsrs fermentativamente para

la obtención de ATP, aún en presencia de 02. El etanol producido en este

proceso fermentativo difunde rápidamente a través de la membrana

citoplasmática y no es oxidado mientras exista azúcar remanente.

Cuando la glucosa se limita a menos de 50-130 mg I’1
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(dependiendo de la cepa), el metabolismo de S. cerevísiae es

completamente respiratorio, Iográndose una eficiente conversión de la

fuente de carbono en biomasa celular (alrededor de 0,5 g de biomasa por

gramo de glucosa consumida). Elcoeficiente respiratorio (producción de

C02 / consumo de 02) es cercano a 1,0 y el rendimiento en ATP es de

16-18 por mol de glucosa oxidada. (Piper, P.W. 1991).

A concentraciones de glucosa mayores que 50-130 mg l'1

el metabolismo cambia de respiratorio a fermento-respiratorio; dicho

cambio podría deberse a un efecto de represión por glucosa según Polakis

(Ka'ppeli,0.; 1986) o por una capacidad limitada del camino respiratorio,

saturándose el mismo y causando que el pirúvico restante se convierta en

A GLUCOSA B GLUCOSA

PIRUVATO PIRUVATO

° F o F
x E x E
I R g Fl

D M D M
A E A E
T N T N
l T I T

v A v A
0 T O T

l l

V V

°\ coHo °\
ETANOL ETANOL

Fig. 42 A. Modelo de represión B. Modelo de capacidad limitada
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etanol (Fig 42). En la actualidad ambos mecanismos se los considera

responsables del cambio de metabolismo. Como consecuencia el

rendimiento en biomasa cae a aproximadamente 0,15 g de biomasa seca

por g. de glucosa consumida, el coeficiente respiratorio es mayor que 1,0

y el rendimiento en ATP es de sólo 2 por mol de glucosa oxidada. En

dichos cultivo aeróbicos con alta concentración de glucosa, sólo el 3-5%

de la misma es metabolizado respiratoriamente, el resto es

fermentado.(Lagunas, R.; 1982)

Este fenómeno es también denominado efecto Crabtree, por

analogía a las observaciones realizadas por H.G. Crabtree (1929), donde

células tumorales en condiciones aeróbicas presentaban una velocidad de

la vía glicolitica superior a la velocidad de la via respiratoria. (Káppeli, 0.,

1986).

Ya puntualizamos que en cultivos por lote de P. rhodozyma durante

el crecimiento se excretarian intermediarios del catabolismo de la glucosa;

uno de ellos es el etanol, el cual luego de terminarse la fuente de carbono

disponible, comienza a bajar su concentración y se incrementa la

actividad de Ia enzima etanol deshidrogenasa, sugiriendo que el etanol es

convertido a acetoaldehldo y posiblemente a acetiI-CoA. (Johnson, E.A.,

1992)

Esto indicaría que el fenómeno de metabolismo respiro-fermentativo

estaria presente en P. rhodozyma. Para demostrarlo se estudió el

comportamiento de un cultivo continuo de P. rhodozyma ante un pulso de

glucosa.
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Cuando a un cultivo

20G'”"E““W D'O"62°"'".’45 continuo de S. cerevisíae en

estado estacionario,

creciendo a una velocidad

de dilución en la cual el

metabolismo de Ia glucosa es

-1 ' 1 2 3

Tiempo (h)

á U! CD respiratorio (D=O,15 h",
DUISO

Fig.43 —-euucosa +Elano| —e—o.o. fig. 41), se la agrega una

cantidad de glucosa tal que

aumente considerablemente su concentración, diluyendo lo menos posible

el cultivo (pulso de glucosa), el metabolismo cambia a respiro­

fermentativo (fig. 43). Como consecuencia del pulso (20 g l‘1en el

fermentador) se observa la aparición de etanol (10 g l'1máximo a las 2,5

h del pulso) en el cultivo, debido al cambio de metabolismo, y aumenta la

biomasa, demostrando que la glucosa como fuente de carbono era el

sustrato limitante.

Luego de consumido

el exceso de glucosa ¿o9" emma”(9/925

comienza a 40­

metabolizarse el

etanol.

Analógicamente,

. -2 -1 O ‘l 2 3 4 5 2-‘4

cuando se realiza un ¡amoo (h)
"°- Glucosa 'e'Blornaaa ‘9' Elanol'to + Car. Tol./10

pulso de glucosa a ¡:¡g_44
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un cultivo continuo de P. rhodozyma, creciendo a una velocidad de

dilución menor por sobre la cual el rendimiento en biomasa cae (fig. 44),

también aparece etanol, pero en menor concentración (1,5 g I") y a

tiempos mayores (aproximadamente 24 h).

Según Petrik (1983), en Saccharomyces uvarum el proceso

regulador que lidera el cambio de metabolismo respiratorio a fermento­

respiratorio como consecuencia de un pulso de glucosa, no sería una

represión de las enzimas respiratorias, ya que los niveles de citocromos a,

b y c se mantienen constantes por varias horas y la tasa de consumo de

02 no varía aún cuando se está acumulando etanol. En este caso el

tiempo de respuesta es similar a S. cerevisíae (fig. 43), pero en

P.rhodozyma el tiempo es considerablemente mayor, lo que podria estar

reflejando un mecanismo de regulación a nivel enzimático y no solamente

una capacidad respiratoria limitada, además considerando que P.

rhodozyma posee una vía respiratoria alternativa, insensible a Ia

antimicina (bloquea al citocromo b) e inducida por la presencia de luz (An,

G.H., 1990).

Este cambio de metabolismo no sólo involucra a la oxidación de la

glucosa, pues es de imaginar que si la vía central del metabolismo celular

sufre cambios, el resto de las vias pueden sufrirlo también, y esto se ve

reflejado en la síntesis de carotenoides. En la figura 40, se puede observar

que no sólo cae el rendimiento en biomasa sino también en carotenoides

totales al aumentar la velocidad de dilución por sobre 0,10 h", de 231

yg/g a D=0.08 h'1 hasta 76 ug/g a D=0.14 h‘1‘También se ve que como

consecuencia del pulso de glucosa (fig. 44), la concentración de

carotenoides totales cae hasta un 50%, recuperándose cuando la glucosa
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en exceso se termina.

La producción de astaxantina mediante cultivo continuo no sería

económicamente viable, debido a la baja pm, 0.20 h", medido en

fermentador por método de lavado (Pirt, S.J.; 1960), la caída en

concentración de carotenoides a velocidades de dilución de 0,12 h‘1o

mayores, el efecto negativo de la glucosa y la velocidad de crecimiento

sobre la producción de astaxantina y los prolongados tiempos de

crecimiento y acumulación de carotenoides (5 días). Por lo dicho el cultivo

por lote alimentado es el más indicado para este proceso, pues permite

regular la disponibilidad de glucosa en el medio de cultivo, controlando al

mismo tiempo la velocidad de crecimiento. Cabe también la posibilidad de

realizar repetidos lotes alimentados aumentándose así la productividad.

Con ayuda del programa Biofer 3.0 se realizaron cultivos por lote

alimentado totalmente automatizados (Foto 8). En las figuras se pueden

observar curvas de crecimiento, sin alimentación (Fig 45), y por lote

alimentado regulando la velocidad especifica de crecimiento en 0.05 h'1

(Fig 46) y en 0.10 h" (Fig 47).

FOTO 8: Fermentador LH5020 conectado a una computadora AT-386 y corriendo Biofer 3.0.



0.0.(660nm)

8

Fig. 45

D.O.(660nm)

Fig. 46

lllllll

1

1l1

l

Crecimiento

[0.14

—O.12

-0.1

-0.08

-0.06

-0.04

- 0.02

1'o 1'5

‘I'Iempo (h)
2'0

Crecimiento

Bomba

[0.3

- 0.25

-0.2

>0.15

- 0.1

- 0.05

¿A 1'2

Tiempo (h)

0
24

h'1 -Bomba/1000

100



101

1005 o 3

Bomba
0.25

O

,8
A 10 : . _ h0.2 \
E ï recrmlento g
C
° É
ig, -o.15 0°

02 F.‘
D I

1 5 " -o.1 5

‘ 0.05

0.1 I I I l o
o 4 12 16 20 24

Tiempo (h)

Fig. 47

Cuando se calcula la concentración de carotenoides totales en los

tres casos,

Tabla IV

Car. Tot.

LOTE 375,10

LOTE ALIMENTADO - h" 628.65

LOTE ALIMENTADO- p:0,1o h" 565,60

se puede observar que mediante un sistema computarizado de control, se
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pudo mantener el crecimiento cercano a velocidades específicas

determinadas, Iográndose de este modo evitar el efecto de la glucosa y la

velocidad de crecimiento en Phaffia rhodozyma y aumentar asi la

producción de carotenoides totales.
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CONCLUSIONES

Se logró obtener esferoplastos y protoplastos a partir de cultivos de

Phaffía rhodozyma, los cuales demostraron ser óptimos para realizar

experimentos de fusión de protoplastos.

Se logró el pasaje de información genética intergenérica entre Phaffia

rhodozyma y Crytococcus laurentí, como asi también entre grupos

distintos como Io son Phaffía rhodozyma (tipo basidiomicete) y

Saccharomyces cerevísíae (ascomicete).

Se aislaron plásmidos indígenas de Phaffía rhodozyma, los cuales

posibilitarán en un futuro crear vectores híbridos de clonado en P.

rhodozyma, y asi tener herramientas fundamentales para estudios

moleculares de la biosíntesis de carotenoides en dicha especie de

levadura.

Por primera vez se logró obtener un cariotipo de Phaffia rhodozyma a

través de la separación de cromosomas por medio de electroforesis de

campo invertido.

Se determinó, en principio, que la presencia de carotenoides en Phaffía

rhodozyma, le otorga una mayor resistencia al estrés oxidativo.
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Se desarrollaron un sensor de biomasa para alta densidad celular y un

programa de computación en BASICque adquiere datos desde el

fermentador y controla su funcionamiento, determinando las condiciones

de cultivo por lote alimentado automatizado. Este sistema permitió

aumentar al doble la producción de carotenoides por Phaffia rhodozyma,

ya que controla el suministro de glucosa al sistema, evitando asi el efecto

negativo que ésta genera sobre el crecimiento de Phaffia rhodozyma y su

producción de carotenoides.
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APENDlCE ||

Programa BIOFER3.0

OQOOOOQ.QCQQOOQQQ{OOOOQOOQOOQOOOOOOOIQQDQOOQ.0......0...0}...

' BIOFER 3.0 °
OO0.0000000000000000000.00.0000....0.000.000.9000OOOOOQQOQOQO

DIMd%(5), su!(6, 500), sc%(10000), MEN1%(11000), setpt(10), setIIO), peI(3, 50)
DIM VALUE(10), VALUESIIO), OPRPTSIIO), OPRPTIIO), LOOPSIIO), cal%(40, 2)
DECLARESUB calibra (mcal%(), mma, mmb)
DECLARESUB dattemp (md1 I, msetpt()I
DECLARESUB moldetemp (md1!)
DECLARE SUB moldeacum (md1 I)
DECLARESUB quit (mbu, mvu, usuII), mnS)
DECLARESUB converter (02d!, md%(), msII, mdiI, oIdI, tZeI, p2hI, d20l, t3eI, p3hI, d30!)
DECLARESUB presentacion (mcal%(), mdil, ms1 I, mns, msetpt(), mrc, mga, met, mhp, mxo,
mun, ma, mb, mCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)
DECLARESUB menu (mensI %(), mVALUEI),do4I, msetpt(), msetO, mme)
DECLARESUB newbrun (mMSS, mRAS, mrcs, mRDS, mrbS, msetpt(), mLOOPSO, mVALUESO,
mOPRPTSI), mVALUEII)
DECLARESUB varigraf (mrcm, mgam, metm, mhpm, mxom, munm)
DECLARESUB colograf (mmCC, mmCP, mmCD, mmCA, mmCT, mmCN)
SCREEN 0, 0, 0: KEY OFF: CLS

’PROGRAMACION DE TECLAS FUNCION
KEY(I) ON
KEY(3) ON
KEY(6) ON
KEY(7) ON
KEY(9) ON
KEY(IO) ON
ON KEY(II GOSUB menu
ON KEY(3) GOSUB quit
ON KEY(6) GOSUB salana
ON KEY(7) GOSUB finana
ON KEY(9) GOSUB noalarma
ON KEY(10) GOSUB síalarma

'ARMA PANTALLA DE PRESENTACION Y DATOS INICIALES
CALLpresentacion(cal%(), di!, sI I, NS, setpt(I, rc, ga, et, hp, xo, un, a, b, CC, CP, CD, CA, CT,
CN)
tte! = setpt(2)
pph! = setpt(4)
ddo! = setpt(3)
muI = setpt(6)
'MARCA INICIO COORDENADA Y DE GRAFICO TEMPORAL
'aY1 = setpt(1) ‘ .28 ‘p
eYI = setpt(2) ‘ 2.8 ’temperatura
xY1 = setpt(3) ' 2.8 ’oxfgeno disuelto
hYI = setpt(4) ' 28 ’pH
'uY1 = setpt(S) ' 2.8 ’Pend.pH
d1! sI! 'di! - sI! 'crecimiento
'd1!= a + (b ’d1!)
IF d1! = OTHEN cYI = 0: GOTO 50
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IF d1I < .1 THEN ESC = 1: GOTO 10: ELSE ESC = 2: GOTO 20
10 cY1 = LOG(d1! ' 100) ' .4343 ' 93
GOTO 50
20 IF d1I < 1 THEN 30 ELSE 40
30 cY1 = LOG(d1! * 10) ' .4343 ' 140
GOTO 50
40 cY1 = (LOG(d1!) ° .4343 ' 140) + 140
50 X1 = 0 'MARCA INICIO COORDENADA X DE GRAFICO TEMPORAL

'MARCA INICIO COORDENADA Y DE GRAFICO TOTAL
aYY1 = (setpt(1) ' .1) + 180 'y
eYY1 = setptIZ) + 180 ’temperatura
xYYI = setpt(3) + 180 ’ongeno disuelto
hYY1 = (setptI4) ' 10) + 180 'pH
uYY1 = setptIS) + 180 'Pend.pH
IF d1! — O THEN cYY1 = 180: GOTO 100 ‘crecimiento
IF d1I < .1 THEN 60 ELSE 70
60 cYY1 = (LOG(d1! ' 100) ' .4343 ' 33) + 180
GOTO 100
70 IF d1! < 1 THEN 80 ELSE 90
80 cYY1 = (LOG(d1! ' 10) ' .4343 ’ 50) + 180
GOTO 100
90 cYY1 = (LOG(d1!) ' .4343 ' 50) + 230
100 XXI = 350 'MARCA INICIO COORDENADA X DE GRAFICO TOTAL

CLS : SCREEN 3
WINDOW (-70, -35)—(570, 315)
' ----------MOLDE GRAFICO TEMPORAL ---------­
CALLmoldetempId1!)
’-------- --MOLDE GRAFICO TOTAL----------- -­
CALLmoldeacum(d1!)
' ----------MOLDE DATOS TEMPORALES ---------­
CALLdattempIdI !, setptIII
px = 0: py = 0: pz = 0: p1mx = 0: p1my = O: p1mz = 0 ’Variables pendientes
pub = 0: pup = O: pdb = 0 'Variables pendientes
bomba = 132 'vanr salida a bomba peristáltica
bs = 0 '¡ndica que Ia bomba está apagada

ala = 1 'Activa alarma
LOCATE 1, 55: PRINT 'saI-NO'
LOCATE 2, 55: PRINT "ala-Sl"

L = 0

vu = 0: b1u = 30: b2u = 120 'CUENTA VUELTAS

FORi=1T030
peII1, i) = I-450 + (i ' 15)) ¡3600
peIIZ, i) = LOG(d1!) /LOGI10)
peI(3, i) = pph!
NEXTI

FORi = 1 TO 30
px = px + pe!(1,i)
py = py + pe!(2. l)
pz = pz + pe!(3, ¡I
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NEXTi

p1mx = px / 30
p1my = py/30
p1mz = pz / 30

FOR' = 1 TO 30
pub pub + ((pe!(1, i) - p1mx) ' (peIIZ, i) - p1my))

p

l

pup = UD+ ((pe|(1.i)- pImxI ' (pelI3. ¡I - 01m1”
pdb —pdb + IIpeII1,i)- p1mx) ‘ 2)
NEXTi

aY1 = ((pub/pdb) ' 28) + 140
uY1 = ((pup/pdb) ' 28) + 140
aYY1 = ((pub / pdb) ' 100) + 230
uYY1 ((pup / pdb) ° 100) + 230

ERASE sul

TIMES = “00:00:00”: h = 0
TIMER ON
ON TIMERISO) GOSUB rato 'ACTUALIZA MINUTOS PARA GRAFICAR
02! = s1!
200 IF vu > = b1u THEN GOSUB medio

IF vu > = b2u THEN GOSUB actualiza
IF peph > 0 AND ala = 1 THEN LOCATE 1, 55: bs = 1: PRINT “sal-Sl": SOUND 2000, 5:

SOUND 500, 5: OUT &H360 + 16, bomba
GOTO 200

rato:
LOCATE 1, 35: PRINT 'Conversión'
LOCATE 16, 64: PRINT USING "##:##:##'; VALIMIDSITIMES, 1, 2)) + h;

VAL(MIDS(TIMES, 4, 2)); VALIMIDSITIMES, 7, 2)):
tiempo = TIMER
CALLconverterIoZI, d%(), s1I, diI, od!, tteI, pphI, ddoI, tel, phl, do1 II
rte! = teI
pphI = phI
ddoI = do1I
s1! = od!
suIIO, vu) = tiempo / 3600
su!(1, vu) = od! 'a + (b ' od!)
'suII2, vu) = VALUEH)
su!(3, vu) = phI
suI(4, vu) = do1l
su!(5, vu) = te!
‘SUIIG, vu) = VALUEIS)

peI(1, 31) = su!(O, vu)
peII2, 31) = LOGIOd!)/LOG(10)
pel(3, 31) = ph!

FORi = 0 TO 30
peI(1, i) peI(1,i + 1)
peI(2, i) -:- pel(2,i + 1)
pelI3, l) = pe|I3,l + 1)
NEXTi
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px = px - pe!(1, 0) + pe!(1, 30)
pv = py - pe!I2, 0) + pe!(2, 30)
pz = pz - pe!(3, 0) + pe!(3, 30)

p2mx = px / 30
p2my = py / 30
p2mz = pz / 30

pub = pub - ((pel(1, 0) - p1mx) ' (pel(2, 0) - p1my)) + ((pel(I, 30) - p2mx) ' (pel(2, 30) ­
pvaI)
DUD= pup - ((peII1, OI - pïmx) ' (peIIS, OI - p1mz” + ((pel(1. 30) - pme) ° (pel(3, 30) ­
p2mz))
pdb = pdb -((pe!(1, 0) - p1mx) ‘ 2) + ((pel(I, 30) - p2mx) ‘ 2)

su!(2, vu) = pub / pdb
su!(6, vu) = pup / pdb
peph - su!(6, vu)
p1mx = p2mx
D1mv = p2my
p1mz = p2mz

IF bs = 1 THEN bomba = bomba - ((su!(2, vu) - mu!) ' su!(1, vu))

X2 = X1 + 2

IF ga = 0 THEN 250 ELSE
aY2 = (su!(2, vu) ’ 280) + 140
LINE (X1, aYII-(XZ, aY2), CA
aY1 = aY2

250 IF et = 0 THEN 260 ELSE
eY2 = su!(5, vu) " 2.8
LINE (X1, eYII-(XZ, eY2), CT
eY1 = eY2

260 IF hp = 0 THEN 270 ELSE
hY2 = su!(3, vu) ’ 28
LINE (X1, hYII-(XZ, hY2). CP
hYI = hY2

270 IF xo = O THEN 280 ELSE
xY2 = su!(4, vu) ' 2.8
LINE (X1, xY1I-IX2, xY2), CD
xY1 = xY2

280 IF un = 0 THEN 290 ELSE
uY2 = (su!(6, vu) ° 280) + 140
LINE (X1, uYII-(XZ, uY2I, CN
uY1 = uY2

290 IF rc = 0 THEN 390 ELSE
'suIII, vu) = a + (b " su!(1, vu))
IF su!(1, vu) < = 0 THEN cY2 = O: GOTO 380
IF ESC = 1 THEN 300
IF ESC = 2 THEN 350
300 IF su!(1, vu) < .1 THEN 310 ELSE 320
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310 cY2 = LOG(su!(1,vu) ' 100) ' .4343 ' 93
GOTO 380
320 IF suI(1, vu) < 1 THEN 330 ELSE 340
330 cY2 = (LOG(su!(1, vu) ' 10) ‘ .4343 ' 93) + 93
GOTO 380
340 cY2 = (LOG(su!(1, vu)I ° .4343 ° 93) + 186
GOTO 380

350 IF suI(1, vu) < 1 THEN 360 ELSE 370
360 cY2 = LOGISUIII,vu) ' 10) ' .4343 ' 140
GOTO 380
370 cY2 = (LOG(su!(1, vuII ' .4343 ' 140) + 140

380 LINE (X1, cY1I-(X2, cY2), CC
cY1 = cY2: X1 = X2

390 IF me = 1 THEN 3000
LOCATE 19, 57: PRINT USING " ##.##'; suI(1, vu); ’crecimiento
LOCATE21, 57: PRINTUSING ' ##.##'; suI(3, vu); 'pH
LOCATE23, 57: PRINT USING ' ###'; suI(4, vu); ‘Oxígeno dis
LOCATE19, 72: PRINTUSING '#.####'; suI(2, vu); ’p
LOCATE21, 73: PRINTUSING ' ##.#'; suI(5, vu); 'temp
LOCATE23, 72: PRINTUSING '#.####'; suI(6, vu); ’pend. pH

3000 vu = vu + 1
LOCATE 1, 35: PRINT “Listo
RETURN

medio:
LOCATE 1, 35: PRINT 'Acumula '
XX2 = XX1 + 1 '+ +PARA VARIAR PASO EN GRAFICO ACUMULADO+ +

'IF ga = 0 THEN 395 ELSE
' aYY2 = (su!(2, (vu -1II ' 100) + 230
' LINE (XX1, aYY1)-(XX2, aYY2), CA
’ aYY1 = aYY2

395 IF et = 0 THEN 396 ELSE
eYY2 = suI(5, (vu -1)) + 180
LINE (XXI, eYY1I-(XX2, eYY2), CT
eYYI = eYY2

396 IF hp = 0 THEN 397 ELSE
hYY2 = (suI(3, (vu -1)I ' 10) + 180
LINE (XXI, hYYII-(XXZ, hYY2), CP
hYY1 = hYY2

397 IF xo = O THEN 398 ELSE
xYY2 = su!(4, (vu -1)I + 180
LINE (XXI, xYYII-(XXZ, xYY2), CD
xYY1 = xYY2

398 'IF un = 0 THEN 399 ELSE
' uYY2 = (su!(6, (vu -1)) " 100) + 230
' LINE (XXI, uYY1)-(XX2, uYYZI, CN
’ uYY1 = UYYZ
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399 IF rc = O THEN 490 ELSE
IF su!(1, (vu - 1)) < = 0 THEN cYY2 = 180: GOTO 480
IF ESC = 1 THEN 400
IF ESC = 2 THEN 450

400 IF su!(1, (vu -1)) < .1 THEN 410 ELSE420
410 cYY2 = (LOG(su!(1, (vu -1)I ' 100) ' .4343 ' 33) + 180
GOTO 480
420 IF su!(1, (vu - 1)) < 1 THEN 430 ELSE440
430 cYY2 = ILOG(sul(1, (vu -1II ' 10) ' .4343 ' 33) + 213
GOTO 480
440 cYY2 = (LOGIsuIII, (vu - 1))) ’ .4343 ' 33) + 246
GOTO 480

450 IF su!(1, (vu - 1)) < 1 THEN 460 ELSE 470
460 cYY2 = (LOGIsu!(1, (vu -1)I ° 10) ’ .4343 ' 50) + 180
GOTO 480
470 cYY2 = (LOG(su!(1, (vu - 1))) ' .4343 ' 50) + 230
480 LINE (XX1, cYY1)-(XX2, cYY2), CC

cYY1 = cYY2: XX1 = XX2
490 b1u = b1u + 6
LOCATE 1, 35: PRINT "Listo "
RETURN

actualiza:
LOCATE I, 35: PRINT “Actualiza
LOCATE 1, 70: PRINT DATES;
OPEN NS FOR APPEND AS #2
FORÍ = 0TOvu-1
PRINT#2, USING '##.#####'; su!(O, i);
PRINT #2, USING ' ##.##"; su!(1, i);
PRINT #2, USING " ##.####'; su!(2, i);
PRINT #2, USING " ##.##'; su!(3, i);
PRINT #2, USING " ###"; suI(4, i);
PRINT #2, USING " ##.#'; su!(5, i);
PRINT#2, USING " ##.####'; su!(6, i)
NEXT i
CLOSE #2

FOR L = O TO 6
FOR N = 0 T0 250

su!(L, N) = 0
NEXT N

NEXT L

GET (121, 282)-I240, OI, sc%
PUT (121, 0), sc%, XOR
PUT (1, 0), sc%, PSET
X1 = 120: vu = 0: bIU = 6: b2u = 60
IF TIMER > = 86399.9 THEN h = h + 24

LOCATE 1, 35: PRINT "Listo '
RETURN

menu:
CALL menu(MEN1%(I, VALUEI), s1 I, setptI), setI), me)



FORi = 1 TO 10
setpt(i) = setIi)
NEXT i

tte! = setpt(2)
pph! = setpt(4)
ddo! setpt(3)
s1! = setpt(5)
RETURN

salana:
LOCATE 1, 55: PRINT "sal-SI"
OUT &H360 + 16, 132

RETURN

finana:
LOCATE 1, 55: PRINT "sal-NO"
OUT &H360 + 16,0

RETURN

noalarma:
'Para desconectar la alarma

ala = O
LOCATE 2, 55: PRINT "ala-NO"

RETURN

sialarma:
'Para reactivar Ia alarma
ala = 1

LOCATE 2, 55: PRINT "ala-SI"
RETURN

quit:
KEYI12) ON
KEYI13) ON
LOCATE 25, 5
PRINT "SEGURO QUIERE IRSE? si "; CHRSIZG); : PRINT "NO"; : LS = 0
ON KEYI12) GOSUB 6100
ON KEYI13) GOSUB 6200

6000 IF INKEYS = CHRSI13) THEN 6300 ELSE 6000
6100 LOCATE 25, 26: PRINT "SI"; CHRS(27); : PRINT " no"; : LS =
6200 LOCATE 25, 26: PRINT "si "; : PRINT CHRS(26); "NO"; : LS =
6300 KEYI12) OFF: KEYI13) OFF

1: RETURN
0: RETURN

IF LS = 1 THEN

CALLquithu, vu, su”), NS)
ELSE

LOCATE 25, 1: PRINT "
RETURN

END IF

prom:
512! = s12! /JD!
IF 512! > = (s1! - .05) OR 512! < = (s1! + .05) THEN s1! = s12!

RETURN

SUB calibra (mcal%(), mma, mmbI
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VIEW SCREEN (64, 55)-(583, 160), , 1
CLS
LOCATE 12, 12
INPUT"Con qué unidades va calibrar (0.0., mg/ml, etc)"; ucS
LOCATE 16, 12
INPUT"Cuántos pares de valores tiene"; tu
IF tu > 40 THEN

CLS
LOCATE 11, 30
PRINT "SON DEMASIADOS VALORES,"
LOCATE 13, 30
PRINT"Pruebe con menos de 40"
LOCATE 16, 12
INPUT"Cuántos pares de valores tiene"; tu

END IF
CLS
ty = 0
fl = O

LOCATE19, 20: PRINT "Entre los valores correspondientes";
VIEW SCREEN (64, 85)-(583, 140), , 1

DO
ty=ty+1
fl=f|+1
LOCATE 10, 30: PRINT ucS, "DOmetro"
LOCATE 11 + fl, 30: lNPUT mcal°/o(ty, 1)
LOCATE 11 + fl, 45: INPUT mca|%(ty, 2)
IF fl = 6 THEN fl = 0: CLS
LOOP UNTIL ty = tu

0
0

CLC<><

b=0
b=0

FORi=1TOtu
x = x + mcal%(i, 1)
y = y + mcal%(i, 2)
NEXTi
mx=x/tu
my=y/tu

FORi = 1 T0 tu
ub = ub + ((mcal%(i, 1)- mx) * Imcal%(i, 2) - my))
db = db + ((mcal%(i, I) - mx) ‘ 2)
NEXT i
mmb = ub / db
mma = my - (mmb ' mx)
CLS
LOCATE13, 35: PRINT"0rdenada="; mma;
LOCATE15, 35: PRINT "Pendiente="; mmb;
FORi = 1 T01000:NEXT¡
VIEW SCREEN (165, 68)-(465, 155), , 1
CLS
LOCATE 11, 30: PRINT “calibración PROIMI II"
LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"
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LOCATE 15, 30: PRINT "colores gráficos"
LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"
LOCATE 19, 23: PRINT CHRS(24); " o "; CHRSI25); ": seleccionar ENTER: entrar"
msop = 17

END SUB

SUB colograf (mmCC, mmCP, mmCD, mmCA, mmCT, mmCN)
SCREEN 3
CLS
LOCATE 20, 20: PRINT CHRSI24); " o "; CHRSIZS); ": seleccionar variable "
LOCATE 22, 20: PRINT CHRS(26); " o "; CHRSI27); ": cambiar color"
LOCATE 24, 20: PRINT "ENTER: salir "
coIS = CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219)
LOCS = CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219)
+ CHRSI219I + CHRSI219) + CHRSI219) + CHRSI219)
FOR i = O TO 15

LOCATE 9 + i, 65: COLOR i: PRINT LOCS;
NEXT i

LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", coIS; CHRSI27);
LOCATE 3, 3: PRINT " pH", colS;
LOCATE 5, 3: PRINT "Oxígeno disuelto", coIS;
LOCATE 7, 3: PRINT " ,u", coIS;
LOCATE 9, 3: PRINT " Temperatura", coIS;
LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", coIS;
msop = 1

DO
DO

choiceS = INKEYS
LOOP WHILE choices = “"

IF LENIchoiceS) = 1 THEN
SELECT CASE choiceS

CASE CHRSI13)
GOSUB ada
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choices = RIGHTSlchoiceS, 1)

SELECT CASE choiceS
CASE CHRSIBO)

IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " Crecimiento", coIS; " "; : LOCATE 3, 3: PRINT
"pH ", cols; CHRS(27);
IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT " pH", coIS; " "; : LOCATE 5, 3: PRINT

"OXIGENO DISUELTO", cols; CHRSI27);
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "Oxigeno disuelto“, coIS; " "; : LOCATE 7, 3: PRINT "

y", colS; CHRSI27);
IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " p", coIS; " "; : LOCATE 9, 3: PRINT "

TEMPERATURA", coIS; CHRSI27);
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " Temperatura", coIS; " "; : LOCATE 11, 3: PRINT

" PENDIENTE pH", coIS; CHRSI27);
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", coIS; " "; : LOCATE 1, 3: PRINT
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" CRECIMIENTO", colS; CHRSI27I;
msop = CSRLIN

CASE CHRSI72)

IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " Crecimiento", coIS; " "; : LOCATE 11, 3: PRINT "
PENDIENTE pH", coIS; CHRSI27I;

IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT " pH", coIS; " "; : LOCATE 1, 3: PRINT "
CRECIMIENTO", colS; CHRSI27I;
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "Oxígeno disuelto", coIS; " "; : LOCATE 3, 3: PRINT

"pH ", colS; CHRSI27);
IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " y", coIS; " "; : LOCATE 5, 3: PRINT

"OXIGENO DISUELTO", coIS; CHRSI27I;
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " Temperatura", coIS; " "; : LOCATE 7, 3: PRINT "

,u", coIS; CHRSI27);
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", cols; " "; : LOCATE 9, 3: PRINT

" TEMPERATURA", coIS; CHRSI27I;
msop = CSRLIN

CASE CHRSI77)
IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", coIS; CHRSI27); : mmCC =

mmCC + 1

IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT "pH ", coIS; CHRSI27I; : mmCP = mmCP +
1

IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "OXIGENO DISUELTO", coIS; CHRSI27); : mmCD =
mmCD + 1

IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " ,u", coIS; CHRSI27); : mmCA = mmCA +
1

IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " TEMPERATURA", coIS; CHRSI27); : mmCT =
mmCT + 1
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " PENDIENTE pH", coIS; CHRSI27); : mmCN =

mmCN + 1

CASE CHRSI75I
IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", colS; CHRSI27); : mmCC =

mmCC - 1

IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT "pH ", coIS; CHRS(27); : mmCP = mmCP ­
1

IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "OXIGENO DISUELTO", coIS; CHRSI27); : mmCD =
mmCD - 1

IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " y", colS; CHRSI27); : mmCA = mmCA - 1
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " TEMPERATURA", coIS; CHRSI27); : mmCT =

mmCT - 1

IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " PENDIENTE pH", coIS; CHRSI27); : mmCN =
mmCN - 1

CASE ELSE
BEEP

END SELECT
END IF

IF mmCC = 16 THEN mmCC =
IF mmCP = 16 THEN mmCP
IF mmCD = 16 THEN mmCD
IF mmCA = 16 THEN mmCA oooo
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IF mmCT = 16 THEN mmCT = O
IF mmCN = 16 THEN mmCN = 0
IF mmCC = -1 THEN mmCC = 15
IF mmCP = -1 THEN mmCP = 15
IF mmCD = -1 THEN mmCD = 15
IF mmCA = -1 THEN mmCA = 15
IF mmCT = -1 THEN mmCT = 15
IF mmCN = -1 THEN mmCN = 15

LOOP

ada:
CLS
SCREEN 3
b = O
DEF SEG = 47104!
BLOAD"C:\dometro\panproi2.pic", b
VIEW SCREEN (165, 68)-(465, 155), , 1
CLS
LOCATE 11, 30: PRINT "calibración PROIMI II"
LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"
LOCATE 15, 30: PRINT "colores gráficos"
LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"
LOCATE 19, 23: PRINT CHRSI24); " o "; CHRSI25); ": seleccionar ENTER: entrar"
msop = 17

END SUB

SUB converter (02d!, md%II, ms1I, mdiI, 01d!, t2e!, p2h!, d20!, t3e!, p3h!, d3o!)
t! = 0
FORi = 1 TO 10
OUT &H366, O
statusO: S = INP(&H368) AND &H80
IF S = 0 THEN GOTO statusO
md%I1I = INPI&H366)

t1e! = Imd%(1) ’ .29 - .3)
IF t1e! < = (t2e! - .5) OR t1e! > = (t2e! + .5) THEN t1e! = t2e!
t! = t! + t1e!
NEXTi
t3e! = tI/(i- 1)

p! = 0
FORi = 1 TO 50
OUT &H365, O
status1: S = INP(&H368) AND &H80
IF S = 0 THEN GOTO status1
md%(1) = |NPI&H365I

p1h! = (md%I1I ‘ .026403 + .043815)
LOCATE 25, 1: PRINT USING "##.##"; p1h!;
IF p1h! = (02h! - .1) OR p1h! > = (02h! + .1) THEN p1h! = p2h!
LOCATE 25, 10: PRINT USING "##.##"; p1h!;
p! = p! + p1h!
NEXTi
p3h! = pI/(i- 1)
LOCATE 25, 15: PRINT USING "##.##"; p3h!;
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O! = 0
FORi = 1 TO 30
OUT &H364, 0
statusZ: S = INPI&H368) AND &H80
IF S = 0 THEN GOTO statusZ
md%I1) = INP(&H364)

DIO! = (md%(1) ’ .561188 + .953156)
IF DIO! < = (d20! - 200) OR DIO! > = (d20! + 200) THEN DIO! = d20!
O! = O! + DIO!
NEXTi
d30! = O!/Ii-1)

d! = O
FORi = 1 TO 100
OUT &H367, 0
status3: S = INPI&H368) AND &H80
IF S = 0 THEN GOTO statusS
md%(1) = INP(&H367)

01d! = (md%(1) ’ .026403 - .0557)
’LOCATE 25, 1: PRINT USING "##.##"; 01d!;
IF 01d! < = (msI! - .1) OR 01d! > = (ms1! + .1) THEN 01d! = msI!
'LOCATE 25, 5: PRINT USING "##.##"; 01d!;
d! = d! + 01d!
NEXTi
01d! = d!/Ii- 1)
'LOCATE 25, 10: PRINT USING "##.##"; 01d!;

END SUB

SUB dattemp (md1!, msetptIII

LINE(325, -30)-(560, -30)
LINE(560, -30)-I560, 125)
LINE(325, 125)-(560, 125)
LINE(325, 125H325, -30)
LINE(330, -25)-(555, -25I
LINE(555, -25)-(555, 120)
LINE(330, 120)-(555, 120)
LINE(330, 120)-(330, -25)
PAINT (326, -4)

LOCATE 12, 12
LOCATE 16, 56: PRINT "Tiempo"; : PRINT " 0: 0: 0";
LOCATE 19, 52: PRINT "Crec."; : PRINT USING " ##.##"; md1!;
LOCATE 21, 52: PRINT “ pH "; : PRINT USING " ##.##"; msetptI4);
LOCATE 23, 52: PRINT " 0.0."; I PRINT USING " ###"; rnsetptI3);
LOCATE 19, 65: PRINT " p "; : PRINT USING " ###"; msetptI1);
LOCATE 21, 65: PRINT " Temp."; : PRINT USING " ##.#"; msetptIZ);
LOCATE 23, 65: PRINT "PenPh"; : PRINT USING " ###"; msetptI5);

LOCATE 1, 70: PRINT DATES;
LOCATE 1, 1: PRINT "F1: Menú F3: salir";
’ LOCATE 1, 55: PRINT "Escrito por Luis Ducrey";
END SUB
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SUB menu (mens1%(), mVALUE(),do4!, msetptII, mseti), mme)

LOCATE 1, 1
PRINT CHRSI24); " o "; CHRSI25); ": seleccionar "; CHRSI26); ": aumentar "; CHRSI27); ":
disminuir ENTER: salir";

mme = 1
CONST ENTER = 13
msop = 14

mvag = msetpt(1)
mvte = msetpti2)
mvnu do4!
mvph = msetptI4)
mvod = msetptI3)

GET(325, 145)-(560, -30), mensi%
PUT (325, -30), mensi %, XOR

LOCATE 14, 55: PRINT " y: "; : PRINT USING "###"; mvag: LOCATE 16, 55: PRINT "
Temperatura: "; : PRINTUSING "##.#"; mvte
LOCATE 18, 55: PRINT " pH= "; : PRINT USING "##.##"; mvph
LOCATE 20, 55: PRINT "Oxígeno dis. = "; : PRINT USING "###"; mvod
LOCATE 22, 55: PRINT " Crecimiento: "; : PRINT USING "#.##"; mvnu

DO
DO

choiceS = INKEYS
LOOP WHILE choiceS = ""

IF LENIchoiceS) = 1 THEN
SELECT CASE ASCIchoiceS)

CASE ENTER
GOSUB fuera
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choices = RIGHTSIchoiceS, 1)

SELECT CASE choiceS
CASE CHRSIBO)

IF msop = 14 THEN LOCATE 14, 69: PRINT USING "###"; mvag; : LOCATE 16, 70: PRINT
USING “##.#"; mvte;
IF msop = 16 THEN LOCATE 16, 70: PRINT USING "##.#"; mvte; : LOCATE 18, 70: PRINT

USING "##.##"; mvph;
IF msop = 18 THEN LOCATE 18, 70: PRINT USING "##.##"; mvph; : LOCATE 20, 69: PRINT

USING "##If"; mvod;
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: PRINT USING "NW"; mvod; : LOCATE 22, 69: PRINT

USING "#.##"; mvnu;
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 69: PRINT USING "#.##"; mvnu; : LOCATE 14, 69: PRINT

USING "###"; mvag;
msop = CSRLIN

CASE CHRS(72)
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IF msop = 14 THEN LOCATE 14, 69: PRINT USING "###"; mvag; : LOCATE 22, 69: PRINT
USING "#.##"; mvnu;
IF msop = 16 THEN LOCATE 16, 70: PRINT USING “##.#"; mvte; : LOCATE 14, 69: PRINT

USING "###"; mvag;
IF msop = 18 THEN LOCATE 18, 70: PRINT USING "##.##"; mvph; : LOCATE 16, 70: PRINT

USING "##.#"; mvte;
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: PRINT USING "###"; mvod; : LOCATE 18, 70: PRINT

USING "##.##"; mvph;
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 69: PRINT USING "#.##"; mvnu; : LOCATE 20, 69: PRINT

USING "##II"; mvod;
msop = CSRLIN

CASE CHRSI77)
IF msop = 14 THEN LOCATE 14, 69: mvag = mvag + 1: PRINT USING "##fi'; mvag;
IF msop = 16 THEN LOCATE 16, 70: mvte = mvte + .1: PRINT USING "##.#"; mvte;
IF msop = 18 THEN LOCATE 18, 70: mvph = mvph + .01: PRINT USING "##.##"; mvph;
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: mvod = mvod + 1: PRINT USING “##II"; mvod;
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 69: mvnu = mvnu + .01: PRINT USING '#.##"; mvnu;

CASE CHRSI75)
IF msop = 14 THEN LOCATE 14, 69: mvag = mvag - 1: PRINT USING "###"; mvag;
IF msop = 16 THEN LOCATE 16, 70: mvte = mvte - .1: PRINT USING "##.#"; mvte;
IF msop = 18 THEN LOCATE 18, 70: mvph = mvph - .01: PRINT USING "##.##"; mvph;
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: mvod = mvod - 1: PRINT USING "###"; mvod;
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 69: mvnu mvnu - .01: PRINT USING "#.##"; mvnu;

CASE ELSE
BEEP

END SELECT
END IF

LOOP

fuera:
mme = 0
PUT (325, -30), men51%, PSET

msetII) = mvag
msetIZ) = mvte
msetISI = mvnu
msetI4I = mvph
msetI3I = mvod

LOCATE 1, 1: PRINT "F1: Menú F3: salir
’ LOCATE 1, 55: PRINT "Escrito por Luis Ducrey";

END SUB

SUB moldeacum (md1!)

LINE(350, 280)-(350, 177)
LINE(550, 280)-(550, 177)
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LINE(350, 179)-(550, 179)
LINE(347, 180I-(350, 180)

LOCATE 10, 80: PRINT "O"
LOCATE 3, 79: PRINT "10"

LOCATE 12, 64: PRINT "Horas"
LOCATE 11, 58: PRINT "2"
LOCATE 11, 68: PRINT "6"
LOCATE 11, 77: PRINT "10"

t=20
TX=350
FORi=1T010

TX=TX+t
LINE (TX, 179)-(TX, 176)

NEXT i
FOR i = 180 TO 280 STEP 10

LINE (550, iI-(553, ¡I
NEXT i

IF md1! < .1 THEN GOSUB tresde ELSE GOSUB dosde
GOTO 2000

dosde:
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIj) ' .4343 ’ 50) + 180
LINE (350, iI-(346, i)
NEXTj
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIJI' .4343 ' 50) + 230
LINE (350, iI-(346, i)
NEXTj

LOCATE 11, 50: PRINT "Crec."
LOCATE 10, 50: PRINT ".1"
LOCATE 3, 50: PRINT "10"

RETURN

tresde:
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIjI * .4343 ' 33) + 180
LINE (350, iI-(346, i)
NEXTj
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIJI ' .4343 * 33) + 213
LINE (350, iI-(346, i)
NEXTj
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIj) ' .4343 * 33) + 246
LINE (350, i)-(346, i)
NEXTj
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LOCATE 11, 50: PRINT "Crec."
LOCATE 10, 49: PRINT ".01"
LOCATE 3, 50: PRINT "10"

RETURN

2000 END SUB

SUB moldetemp (md1!)

LINE(-1, 280H-1, 0)
LINE (O, OI-(O, -5I
LINE (0, -1I-I240, -1I

FOR i = 0 TO 290 STEP 28
LINE (-40, i)-(-45, i)
NEXT i

LY = -1
FOR AGI = 10 TO 0 STEP -2
LY = LY + 4

'LOCATE LY, 1: PRINT USING "###"; AGI
NEXT

TX = TX + t
LINE (TX, -1)-(TX, -6)
NEXT i

’LOCATE 2, 16: PRINT "GRAFICO TEMPORAL";
LOCATE 24, 24: PRINT "30'";
LOCATE24, 39: PRINT "60'";
LOCATE 24, 6: PRINT "Crec";

IF md1! < .1 THEN GOSUB detres ELSE GOSUB dedos
GOTO 1000

dedos:
FORj = 1 TO 10
i = (LOGIj) ’ .4343 * 140) + 140
LINE (-1, i)-(-5, i)
NEXTj
FORj = 1 T0 10
i = LOGIj) ' .4343 ' 140
LINE I-1, iI-I-5, i)
NEXTj

LOCATE 23, 7: PRINT ".1"
LOCATE 13, 8: PRINT "1"
LOCATE 3, 7: PRINT "10"

RETURN
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detres:
FORj = 1 TO 10
i = (LOG(j) ' .4343 ' 93) + 186
LINE (-1, i)-(-5, i)
NEXTj
FORj = 1 T0 10
i = (LOG(j) ' .4343 * 93) + 93
LINE I-1, i)-(-5, ¡I
NEXTj
FORj = 1 TO 10
i = LOG(j) ’ .4343 ' 93
LINE I-1, i)-(-5, i)
NEXTj

LOCATE 23, 6: PRINT ".01"
LOCATE 16, 6: PRINT "0.1"
LOCATE 10, 7: PRINT "1"
LOCATE 3, 6: PRINT "10"

RETURN
1000 END SUB

SUB newbrun (mMSS, mRAS, mrcs, mRDS, mrbs, msetptI), mLOOPSI), mVALUESI),
mOPRPTSII, mVALUEIH
'SET UP PORT COMUNICACIONES
CLOSE #1
OPEN "com1:9600,e,7,2,rs,cs,ds" FOR RANDOMAS #1

'comienza el Ioop de comunicaciones
PRINT #1, mRAS;
LINE INPUT #1, x3: mLOOPSIO) = xS
PRINT #1, mrcS,
LINE INPUT #1, x3: mVALUESIO) = x5
PRINT #1, mRDs,
LINE INPUT #1, xS: mOPRPTSIOI = x3
SPS = ""
FOR N = 1 TO 10

SPS = SPS + LEFTSISTRSImsetptINII + " “, 7)
NEXT N
SPS = mMSS + SPS + CHRSII3I
PRINT #1, SPS; : ZS = INPUTSI1, #1)

FORÍ = 1 TO 5
mVALUEIi) = VAL(M|DS(mVALUES(0), (11 + 7 ’ (i - 1)), 7))
NEXT i

END SUB

SUB presentacion (mca|%(), mdi!, ms1!, mnS, msetptI), mrc, mga, met, mhp, mxo, mun, ma,
mb, mCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)
SCREEN 3
b = 0
DEF SEG = 47104!
BLOAD"c:\qbasic\panproi2.pic", b
OPEN “c:\qbasic\update" FOR INPUT AS #3
INPUT #3, mdi!
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INPUT #3, msI!
INPUT #3, msetpt(1)
INPUT #3, msetpt(4)
INPUT#3, msetpt(3)
INPUT#3, msetpt(2)
INPUT#3, msetpt(5)
INPUT #3, ma
INPUT #3, mb
INPUT #3, mrc
INPUT #3, mga
INPUT #3, met
INPUT #3, mhp
INPUT #3, mxo
INPUT #3, mun
INPUT #3, mCC
INPUT #3, mCP
INPUT #3, mCD
INPUT #3, mCA
INPUT #3, mCT
INPUT #3, mCN

CLOSE #3

VIEW SCREEN (220, 120)-(480, 250), , 1
CLS
LOCATE 11, 30: PRINT "calibración PROIMI II"
LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"
LOCATE 15, 30: PRINT “colores gráficos"
LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"
LOCATE 20, 23: PRINT CHRS(24); " o "; CHRSIZS); ": seleccionar ENTER: entrar"
msop = 17

DO
DO

choices = INKEYS
LOOP WHILEchoiceS =

IF LEN(choiceS) = 1 THEN
SELECT CASE choiceS

CASE CHRSI13)
IF msop = 11 THEN CALL calibraImcal%(), ma, mb)
IF msop = 13 THEN CALLvarigrafImrc, mga, met, mhp, mxo, mun)
IF msop = 15 THEN CALL colografImCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)
IF msop = 17 THEN GOSUB hola
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choices = RIGHTSIchoiceS, 1)

SELECT CASE choices
CASE CHRSIBO)

IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 30: PRINT "calibración PROIMI II": LOCATE 13, 30: PRINT
“VARIABLES A GRAFICAR";
IF msop = 13 THEN LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"; : LOCATE 15, 30: PRINT
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"COLORES GRAFICOS";
IF msop = 15 THEN LOCATE 15, 30: PRINT "colores gráficos"; : LOCATE 17, 30: PRINT

"SEGUIR";
IF msop = 17 THEN LOCATE 17, 30: PRINT "seguir"; : LOCATE 11, 30: PRINT "CALIBRACION

PROIMI II";

msop = CSRLIN

CASE CHRSI72)
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 30: PRINT "calibración PROIMI II": LOCATE 17, 30: PRINT

"SEGUIR";
IF msop = 13 THEN LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"; : LOCATE 11, 30: PRINT

“CALIBRACION PROIMI II";
IF msop = 15 THEN LOCATE 15, 30: PRINT "colores gráficos"; : LOCATE 13, 30: PRINT

“VARIABLES A GRAFICAR";
IF msop = 17 THEN LOCATE 17, 30: PRINT "seguir"; : LOCATE 15, 30: PRINT "COLORES

GRAFICOS";

msop = CSRLIN

CASE ELSE
BEEP

END SELECT
END IF

LOOP

hola:
VIEW SCREEN (90, “OI-(600, 250), , 1
CLS

LOCATE 20, 20: PRINT "
LOCATE 20, 28: PRINT "Actualice el valor y ENTER"
LOCATE 10, 15: PRINT " D.O. inicial"; mdi!; : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN mdi! = setpt
LOCATE 12, 15: PRINT " D.O. actual "; ms1!; : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msI! = setpt
LOCATE 14, 15: PRINT " y ="; msetptI1); : INPUT ; setpt
IF INKEYS <> " " THEN msetptII) = setpt
LOCATE 16, 15: PRINT " Temperatura="; msetptIZ); : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msetptIZ) = setpt
LOCATE 10, 45: PRINT " pH ="; msetptI4); : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msetptI4) = setpt
LOCATE 12, 45: PRINT " Oxígeno dis. ="; msetptI3); : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msetptI3) = setpt
LOCATE 14, 45: PRINT " Pendiente pH ="; msetptISI; : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msetptIS) = setpt
LOCATE 16, 45: PRINT " Valor de 11:"; msetptIG); : INPUT ; setpt
IF INKEYS < > " " THEN msetpt(6) = setpt

mns = "c:\qbasic\" + DATES

VIEW
CLS
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LS = STRINGSI65,CHRS(196)I
LOCATE 10, 9: PRINT LS; : LOCATE 17, 9: PRINT LS;
LOCATE 15, 20: PRINT " Ouiére grabar los cambios? si "; CHRSIZGI; "N0"; : qu = 0
DO

DO
choices = INKEYS

LOOP WHILE choiceS = ""

IF LENIchoiceS) = 1 THEN
SELECT CASE choiceS

CASE CHRSI13)
GOSUB mal
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choiceS = RIGHTSIchoiceS, 1)

SELECT CASE choiceS
CASE CHRSI77I

LOCATE 15, 50: PRINT "si "; CHRSIZG); 'NO'; : qu = 0

CASE CHRSI75)

LOCATE 15, 50: PRINT "SI"; CHRSI27); " no"; : qu = 1

CASE ELSE
BEEP

END SELECT
END IF

LOOP

mal:
IF qu = O THEN GOSUB quetaI

OPEN "c:\qbasic\update" FOR OUTPUT AS #3
PRINT #3, USING "##.##"; mdi!
PRINT#3, USING "##.##"; msI!
PRINT #3, USING "###"; msetptI1)
PRINT#3, USING “##.##"; msetptI4I
PRINT#3, USING "###"; msetpt(3)
PRINT#3, USING "##.#"; msetpt(2)
PRINT#3, USING "###"; msetpt(S)
PRINT #3, ma
PRINT #3, mb
PRINT #3, mrc
PRINT #3, mga
PRINT #3, met
PRINT #3, mhp
PRINT #3, mxo
PRINT #3, mun
PRINT #3, mCC
PRINT #3, mCP



PRINT #3, mCD
PRINT #3, mCA
PRINT #3, mCT
PRINT #3, mCN
CLOSE #3

quetal:
END SUB

SUB quit (mbu, mvu, usu!(I, mnS)

OPEN mnS FOR APPEND AS #2
FORi= 0T0mvu-1
usu!(O, i) = usu!(O, i) / 3600
PRINT #2, USING "##.#####"; usu!(O, i); 'Tiempo
PRINT #2, USING " ##.##"; usu!(1, i); 'Crecimiento
PRINT #2, USING " ##.####"; usu!(2, i); '
PRINT #2, USING " ##.##"; usu!(3, Í); 'DH
PRINT #2, USING " ###"; usu!(4, i); 'Oxigeno Disuelto
PRINT #2, USING " ##.#"; usu!(5, i); 'Temperatura
PRINT #2, USING " ##.####"; usu!(6, i) ’pendiente pH_

NEXT i
CLOSE #2

OUT &H360 + 16, 0

END
END SUB

SUB varigraf (mrcm, mgam, metm, mhpm, mxom, munm)
VIEW SCREEN (64, SSI-(583, 160), , 1
CLS
LOCATE 9, 31: PRINT "VARIABLES A GRAFICAR";
IF mrcm = 1 THEN

LOCATE 12, 15: PRINT " CRECIMIENTO? SI"; CHRSI27); " no";
ELSE LOCATE 12, 15: PRINT " CRECIMIENTO? si "; CHRSIZGI; "N0";

END IF

IF mgam = 1 THEN
LOCATE 14, 15: PRINT " p SI"; CHRSI27I; " no";
ELSE LOCATE 14, 15: PRINT " y si "; CHRSI26); "NO";

END IF

IF metm = 1 THEN
LOCATE 16, 15: PRINT " temperatura SI"; CHRSI27); " no";
ELSE LOCATE 16, 15: PRINT " temperatura si "; CHRSI26I; "NO";

END IF

IF mhpm = 1 THEN
LOCATE 12, 45: PRINT " pH SI"; CHRSI27); " no";
ELSE LOCATE 12, 45: PRINT " pH si "; CHRSI26); "N0";

END IF

IF mxom = 1 THEN

LOCATE 14, 45: PRINT "oxígeno dis. SI"; CHRSI27); " no";
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ELSE LOCATE 14, 45: PRINT "oxígeno dis. si "; CHRSIZGI; "NO";
END IF

IF munm = 1 THEN
LOCATE 16, 45: PRINT "Pendiente pH SI"; CHRSI27); " no";
ELSE LOCATE 16, 45: PRINT "Pendiente pH si "; CHRSI26); 'NO";

END IF

LOCATE 19, 15: PRINT CHRSI24); " o "; CHRS(25); ": seleccionar "; CHRS(26); ": N0 ";
CHRS(27); ": Sl ENTER: salir";
msop = 12
vsop = 29

DO
DO

choiceS = INKEYS
LOOP WHILE choiceS = ""

IF LENIchoiceSI = 1 THEN
SELECT CASE choiceS

CASE CHRSI13I
GOSUB hasta
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choiceS = RIGHTSIchoiceS, 1)

SELECT CASE choiceS
CASE CHRSIBO)

LOCATE msop, vsop - 14
IF msop = 12 AND vsop = 29 THEN PRINT " crecimiento '; : LOCATE 14, 15: PRINT "

Il 7';
IF msop = 14 AND vsop = 29 THEN PRINT " y "; : LOCATE 16, 15: PRINT "

TEMPERATURA .7";
IF msop = 16 AND vsop = 29 THEN PRINT " temperatura "; : LOCATE 12, 45: PRINT "

DH .7";

IF msop = 12 AND vsop = 59 THEN PRINT " pH "; : LOCATE 14, 45: PRINT
"OXIGENO DIS. .7";
IF msop = 14 AND vsop = 59 THEN PRINT "oxigeno dis. "; : LOCATE 16, 45: PRINT

"PENDIENTE pH .7";
IF msop = 16 AND vsop = 59 THEN PRINT "Pendiente pH "; : LOCATE 12, 15: PRINT "

CRECIMIENTO 7";

msop = CSRLIN
vsop = POSIOI

CASE CHRSI72)
LOCATE msop, vsop - 14
IF msop = 12 AND vsop = 29 THEN PRINT " crecimiento "; : LOCATE 16, 45: PRINT

"PENDIENTE pH .7";
IF msop = 14 AND vsop = 29 THEN PRINT " p "; : LOCATE 12, 15: PRINT "

CRECIMIENTO .7";



IF msop = 16 AND vsop
,u ?";
IF msop = 12 AND vsop

TEMPERATURA .7";
IF msop = 14 AND vsop

DH ?";
IF msop = 16 AND vsop

"OXIGENO DIS. 7";

msop = CSRLIN
vsop = POSIO)

CASE CHRSI77)

IF msop = 12 AND vsop

TFïnsop = 14 AND vsop

TFensop = 16 AND vsop

Tansop = 12 ANDvsop

I=F(r)nsop = 14 AND vsop

TF msop = 16 AND vsop

CASE CHRSI75)

IF msop = 12 AND vsop

1IFmsop = 14 AND vsop

TF1msop = 16 AND vsop

IF msop = 12 AND vsop

TF msop = 14 AND vsop

TFmsop = 16 AND vsop

CASE ELSE
BEEP

END SELECT
END IF

LOOP

hasta:

29 THEN PRINT " temperatura ,

59 THEN PRINT " pH ",' : LOCATE 16, 15: PRINT "

12

: LOCATE 14, 15: PRINT "

59 THEN PRINT "oxígeno dis. "; : LOCATE 12, 45: PRINT "

59 THEN PRINT "Pendiente pH "; : LOCATE 14, 45: PRINT

29 THEN LOCATE 12, 32:

29 THEN LOCATE 14, 32:

29 THEN LOCATE 16, 32:

59 THEN LOCATE 12, 62:

59 THEN LOCATE 14, 62:

59 THEN LOCATE 16, 62:

29 THEN LOCATE 12, 32:

29 THEN LOCATE 14, 32:

29 THEN LOCATE 16, 32:

59 THEN LOCATE 12, 62:

59 THEN LOCATE 14, 62:

59 THEN LOCATE 16, 62:

VIEW SCREEN (165, 68)-(465. 155), , 1
CLS
LOCATE 11, 30: PRINT "calibración PROIMI |I"

PRINT "si "; CHRSIZG):

PRINT "si "; CHRSI26);

PRINT "si "; CHRSIZG);

PRINT “si "; CHRSI26):

PRINT "si "; CHRSIZG);

PRINT "si "; CHRSI26);

PRINT "Sl"; CHRSI27);

PRINT "Sl"; CHRSI27);

PRINT "SI"; CHRSI27):

PRINT "SI"; CHRSI27); "

PRINT "Sl"; CHRSI27); "

PRINT "SI"; CHRSI27); "

"NO"; :

"NO"; :

"NO"; :

"NO"; :

"NO"; :

"NO"; :

mrcrn

mgam

metm

mhpm

mxom

munm

"' : rnrcm

' : mgam

' : metm

' : mhpm

- : mxom

' Smunm

9



LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar"
LOCATE 15, 30: PRINT "colores gráficos"
LOCATE17,30:PMNT'SEGUR'
LOCATE19,23:PR»H'CHRSQ4M"0';CHRN25M":semcdonm
msop = 17
ENDSUB

ENTER: entrar"

130
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