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INTRODUCCION

|. Phaffia rhodozyma

A principios de los afios 70, durante viajes de coleccién por Japén e islas
del noroeste de los Estados Unidos de Norteamérica, Herman Phaff y
colaboradores aislaron, a partir de exudados de arboles, cepas de levaduras
productoras de carotenoides.

No es raro encontrar levaduras productoras de carotenoides. Las mismas
se encuentran distribuidas en practicamente todos los ecosistemas terrestres, y
pertenecen a los géneros Cryptococcus, Rhodotorula, Rhodosporidium,
Sporidiobolus y Sporobolomyces.

Las cepas aisladas carecian de ciclo sexual definido (Miller, M.\W.; 1976),
caracteristica que las diferenciaba de las especies de los géneros Sporidiobolus
y Rhodosporidium, los cuales pertenecen al orden Basidiomycotina, y se las
incluyé en el orden Deuteromycotina. Dentro de dicho orden, estas cepas se
diferencian de Sporobolomyces, por la no formacién de balistosporas,
caracteristica de dicho género, y principalmente de Cryptococcus, Rhodotorula y
Sporobolomyces, por su capacidad para fermentar ciertos aztcares, como la
glucosa, (Miller, M\W.; 1976) ausente en los tres géneros mencionados (Kreger-
van Rij; 1984). Estas diferencias posibilitaron la definicién de las cepas aisladas
en un nuevo género y especie, Rhodozyma montanae (Phaff, H.J.;1972). Sin
embargo, segun las reglas del Cédigo Internacional de Nomenclatura Botéanica es
necesario una descripciéon en latin, con lo cual el binomio Rhodozyma montanae

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



descripcién en latin bajo el nombre de Phaffia rhodozyma. Se definié asi un
nuevo género dentro del orden Deuteromycotina, representado por una Unica
especie.
Las principales caracteristicas que definen a Phaffia rhodozyma son:
a) Falta de ciclo sexual conocido, reproduciéndose vegetativamente por
gemacién polar siempre en el mismo sitio, dando origen a una pared celular
en multicapas. (Foto 1)
b) Formacién de clamidosporas luego de 5 a 7 dias de cultivo en extracto de
malta.
c) Ocasionalmente las células forman pseudomicelios.
d) Metabolismo fermentativo de ciertos azlcares, por ej. la D-glucosa.
e) El crecimiento es posible en un rango de 0 a 27°C.
f) La caracteristica més importante que posse: La habilidad para sintetizar
astaxantina como principal carotenoide. Cabe aclarar que es la Unica

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

FOTO 1: Microfotografia electrénica de transmisién de Phaffia rhodozyma (x5.000)



ll. CAROTENOIDES

Los carotenoides representan uno de los grupos de pigmentos mas
ampliamente distribuidos en la naturaleza; los mismos se encuentran en plantas
superiores, algas, hongos, bacterias y en practicamente todas las formas de vida
animal, aunque estos Ultimos no puedan sintetizarlos de novo.

En base a su estructura quimica, los carotenides pertenecen a un grupo
mayor de compuestos conocidos como terpenoides, los cuales poseen unidades
repetidas de cinco carbones, isoprenos. La unién de cuatro unidades da lugar a
tetraterpenoides, conocidos como carotenoides (C,,).

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, crustaceos, flamencos, etc. El color de
estos compuestos depende del largo del croméforo y del nimero y tipo de
sustituciones que posea. Los carotenoides que incluyen moléculas de oxigeno
en su estructura son denominados xantéfilas. 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-R-caroteno); como grupo epoxi, en
violaxantina (5,6,5',6'-diepoxizeaxantina). En el caso especifico de la
astaxantina, las moléculas de oxigeno se encuentran como grupo ceto (3,3°) y

como grupo hidroxi (4,4') fig 1) (3-3’dihidroxi-4-4'-diceto-R-B-caroteno).



AN Ve
()C\V\ \,M\ 2 V2N

(o}

Fig 1. Estructura quimica de la astaxantina

lll. CAROTENOIDES EN Phaffia 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. El isbmero principal es trans pero, y en mucha menor concentracion,
también se encuentra el isémero cis. Por lo general se considera que los
isémeros cis de carotenoides se producen como artefactos de las técnicas de
extraccién y cuantificacién. Sin embargo Andrewes (1976) concluyé que
siempre se obtuvo cis-astaxantina a partir de Phaffia rhodozyma, y como este
compuesto no se encontré en muestras de peces o crustaceos tratados en
forma similar, se puede concluir que el isbmero c¢is es producto biosintético
genuino.

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

definiendo de esta forma cuatro posibles configuraciones: dos enantiémeros
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Fig 2.Estructura configuracional de isémeros de astaxantina

(3R,3’'Ry 35,3’S), y dos formas meso (3R,3'S y 3S,3'R) (fig 2). En Phaffia
rhodozyma la configuracién que predomina en mas del 90% es el enantiémero
3R,3'R, (Andrewes, A.G.; 1976), En un comienzo se pensd que era un caso de
excepcion, ya que en huevos de langostas de mar (Homarus gammarus) y en la
microalga Haematococcus pluvialis, el enanti6mero de astaxantina que
predomina es el 35, 3S'. Luego se encontraron las cuatro configuraciones
posibles a partir de diversas fuentes naturales, como por ejemplo en camarones
(Pandalus borealis), en salmén salvaje (Sa/mo sp) , en krill antartico (Euphanasia
superba), etc.

En condiciones normales de cultivo (pH 4,5-5,5; temperatura ~22°Cy

aerobiosis) Phaffia rhodozyma acumula una serie de precursores de la



astaxantina. De todos ellos cabe destacar a! 3-hidroxi-3’,4'-didehidro-R-y-
caroten-4-ona (HDCO), el cual fue encontrado por primera vez en la naturaleza.

(Andrewes, A.G.; 1976)

IV. FUNCION DE LOS CAROTENOIDES

Los carotenoides estan 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 fotosintesis, se encuentran carotenoides asociados a
clorofilas, tanto en cromoplastos como en cromatéforos (Goodwin, T.W.; 1959).
Los carotenoides actian como pigmentos capturadores de la energia luminica,
absorbiendo en la regidon azul-verde del espectro luminico (400-550 nm), y
transfiriendo luego la energia 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 proteccién contra enfermedades que involucran radicales
oxigeno. 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 pareceria tener un papel principal en la prevencién de
algunos canceres, debido a su capacidad de antioxidante, ya sea capturando

radicales oxigeno como también bloqueando reacciones mediadas por radicales



libres. Por ejemplo, el humo del cigarrillo es una fuente exégena de radicales
libres, los cuales tienen una alta funcidon reactiva, causando danos tisulares y
jugando, aparentemente, un importante papel en la carcinogénesis. Algunas
xantéfilas, como la astaxantina y la cantaxantina, poseen una mayor actividad
antioxidante con respecto a! B-caroteno. Por lo tanto se estima que dichas
xantéfilas podrian tener una mayor eficacia en la prevencion de canceres
relacionados al cigarrillo. (lto, Y.; 1991)

En el hombre, la astaxantina no es precursor de la vitamina A, como lo es
el B-caroteno, sin embargo también se acumula tanto en suero como en tejidos,
y epidemiolégicamente se asocia con grupos de bajo riesgo con respecto al
cancer. (Lim, B.P.;1992)

Experimentos /n vivo, demostraron que las xantéfilas actuarian como
fuertes antioxidantes de los fosfolipidos de membranas por accién de radicales
per6xido. Esta accién es superior a la del B-caroteno, y la diferencia se explica
porque debido a sus grupos oxo e hidroxilos, las xantéfilas se intercalarian entre
los fosfolipidos de membranas, en forma paralela a ellos, quedando asi con sus
extremos expuestos para atrapar radicales libres. Por el contrario los
carotenoides mas apolares, como el 3-caroteno, se alinearian
perpendicularmente a los fosfolipidos, quedando lejos de la superficie de las
membranas. (Lim, B.P.; 1992)

M. Kobayashi {(1993) demostré que cuando las células de un cultivo de
Haematococcus pluvialis entraban en estado de cisto, la presencia de Fe?*
incrementaba la biosintesis de carotenoides. Este mismo efecto se logra si se

reemplaza al Fe?* por compuestos productores de grupos de oxigeno activo,



8

indicando que los radicales hidroxilos generados por la reaccién de Fenton (Fe?*

+ H,0,= OH + HO- + Fe®*) y otros grupos de oxigeno activo ('0,, O0,, H,0,
y AO,), jugarian un importante papel en la activacién 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 explicé en base a un bloqueo de la
cadena respiratoria principal a nivel del complejo bc,, lo que produciria especies
de oxigeno activo, que inducirian la carotenogénesis.

Al tratar de encontrar una relacién directa entre la carotenogénesis y el
estrés oxidativo, C. Bowler (1991), describié que en Nicotiana tabacum, la
proporcidn intracelular de O,/H,0, es el mayor determinante de los daiios
tisulares. La causa de ésta seria la presencia de ambas especies activas que
darian lugar a la reaccién de Haber-Weiss durante la transicién de metales como
el hierro o el cobre (H,0, + O, - OH + HO- + O,). Aparentemente, de esta
forma se explicaria el mecanismo por el cual los carotenoides brindan proteccién
antioxidante a las células de Phaffia rhodozyma. La presencia de O, induciria la
biosintesis de carotenoides que, al reaccionar con H,0,, alterarian la relacion O,
/H,0,, minimizando asi la produccién de OH- (Schroeder,W.A.;1993). Sin
embargo hasta la actualidad no se sabe cdmo seria el mecanismo de induccion

sobre la carotenogénesis.

V. BIOSINTESIS DE CAROTENOIDES

Los carotenoides, como terpenoides, estan 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
regulacién no sélo en la biosintesis y metabolismo de los mismos, sino también
en su deposiciéon, segun sea la funcién.
En la figura 3, se detalla el camino biosintético para la formacion de
Geranilgeranil pirofosfato, precursor de los carotenoides.
El Acido Mevalénico (MVA) es
el primer precursor de todos los

0 terpenoides, formado a partir de tres
s oo Acetil CoA

olo moléculas de acetil-CoA. El MVA es
A N8 o Acetoacetil CoA
lw convertido a Isopentenil pirofosfato
o "X n  HMG CoA
| (IPP) a través de tres pasos
"""\T/\“‘ AMV catalizados por las enzimas solubles
AX e AWy MVA quinasa, MVAP quinasa y la
P A, T A .. Dimetiali-PP MVAPP descarboxilasa. Por una

I W serie de condensaciones de

*
K ’\/l\\,f\(,,, Geranil-PP .
moléculas de IPP, catalizadas por

—— o e e — “

Ao Farnesil-PP . . .
A A, Famesi preniltransferasas, se sintetiza

- ——— __»

!
,/’1\\/\,f1\\/\/K/\/&/\w GGPP

Geranilgeranil pirofosfato. El nimero
y actividad catalitica de las
FiG 3. Biosintesis de Geranilgeranil-PP

preniltransferasas varia segun el

organismo.



Finalmente, mediante una
dimerizacién cola a cola se forma el
primer caroteno de 40 carbones,
Fitoeno(y,w-caroteno) (fig 4). En el
aji, Capsicum sp, fue aislada una
Unica enzima que cataliza dicha

conversion, con lo cual se deduce
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Fig 4. biosintesis de Fitoeno

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

Mycobacterium, Halobacterium y Flavobacterium se aislé, aunque no se purific6,

la enzima Fitoeno sintetasa, la cual cataliza la reaccidon desde Prefitoeno

pirofosfato a Fitoeno. En Mixococcus xanthus se cloné un operén que incluye el

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

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

dichos microorganismos serian al menos dos las enzimas responsables de la

reaccién global.

l}’ O A V\'V\“)/g Fitoeno
( L\k/\/k,vy\/\/\);e Frofluenc

Er(\ [N RN \NQ {-Caroteno

((\\'\k‘\‘\”Q Neurosporeno

(LW‘*VY”\' 1/2 Licopeno

rig 5. Biosintesis de Licopeno

Las vias biosintéticas propuestas
para la formacién de R-caroteno y
xantoéfilas desde fitoeno, se caracterizan
por la siguiente secuencia: desaturacion —»
ciclaciéon — oxigenacion. La desaturacion
implica la transformacion de fitoeno a
licopeno a través de cuatro
dideshidrogenaciones, que ocurren

alternativamente a cada lado del
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cromo6foro (figura 5). La secuencia de desaturaciones ocurre en membranas, ya
sea de granas o0 membranas internas de cromoplastos en plantas superiores y
algas, en hongos ocurre en membranas de reticulo endoplasmatico. La
excepcion la representa la bacteria no fotosintética Halobacterium cutirubrum,
donde toda la conversion desde fitoeno a carotenoides ocurre en el citoplasma
(Bramley, P.M.;1988).

Todavia 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 s6lo un gen seria necesario.

En Neurospora crassa, se clon6 a al-1, un Unico gen necesario para
transformar al fitoeno en licopeno. La correspondiente regién C-terminal de la
enzima codificada por al-1 seria altamente hidrofébica, lo que indica que la
misma podria estar asociada a membranas (Schmidhauser, T.J.;1990). En
Erwinia uredovora también un unico gen, crtl, codifica para dicha transformaciéon
(Misawa, N.;1990). Por el contrario en Rhodobacter capsulatus el gen crtl
codificaria sélo para el primer paso, los genes para los dos pasos siguientes no
han sido clonados; y el ultimo paso difiere de lo ya definido, donde los genes
responsables, crtC y K, estdn asociados a la transformacién 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 operén de carB se identificaron los genes
correspondientes a neurosporeno hidroxilasa e hidroxineurosporeno

deshidrogenasa (Ruiz-Vazquez, R.M.;1992).
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Las reacciones de ciclado varian segun 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 mayoria de estas conversiones han sido demostradas in 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 nimero de
ciclasas intervinientes. En Erwinia uredovora se han clonado dos marcos
abiertos de lectura correspondientes a los genes crtY y crtZ, los cuales
codificarian para las ciclasas correspondientes a las reacciones de Licopeno —» B-
caroteno - Zeaxantina respectivamente. Esta Ultima reaccién corresponde a la

secuencia de oxigenacion, que da origen a las xantofilas.

Py
Wad Nerosporeno "~
Ra ~, ~,
- e
. ) ~ ~)/\
[j\,\A/\, NN ) W'\x'\/\, /8
a-Zeacaroteno B-Zeacaroleno

~.
~

) (‘(\xAMny{Q -

- - H “~
’_‘,v“" Licopeno s.,'u.\
!?")\k/\&vyvyx) /) a((yk/\/k/vyvy\r)
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VI. BIOSINTESIS DE ASTAXANTINA
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El camino para la biosintesis
de astaxantina fue propuesto
primero por Andrewes (1976) para
la cepa de Phaffia rhodozyma 67-
210. El mismo describia la
formacién de R-caroteno, segun los
caminos clasicos ya descriptos, y
luego,en base a intermediarios
encontrados en dicha cepa
(Echinenona, 3-Hidroxi-Echinenona y
Foenicaxantina), se postulé una
serie de oxigenaciones que dan

origen a la astaxantina (fig 7), sin

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

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

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

concluyé que en Phaffia rhodozyma existiria la via alternativa en la sintesis de B-

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

Rhodotorula aurantiaca. En esta tanto 3-Zeacaroteno como licopeno son

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

al adicionar nicotina al cultivo (inhibidor de las ciclasas) s6lo se acumulaba
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licopeno y y-caroteno, con lo cual la ciclacién via R-Zeacaroteno no seria
posible. Sin embargo este autor no hace alusién alguna sobre el pH del cultivo,
variable fundamental en el estudio de E.A. Johnson. Finalmente P. Girard
(1994), al estudiar mutantes que acumulaban R-caroteno, aislé algunos que
ademds acumulaban pequenas cantidades de neurosporeno y B-Zeacaroteno. De
este modo concluyé que el B-Caroteno acumulado regularia positivamente el

camino alternativo de ciclacién, y lo haria negativamente sobre el camino via

licopeno.
En 1989, G.H. An NEUROSPORENO
caracterizando mutantes ‘/ \‘\‘
. B-ZEACAROTENO LICOPENO

sobreproductores de astaxantina, S

) ‘ » 2
encontré dos carotenoides que y-CAROTENO
tentativamente fueron identificados ﬂ

A-CAROTENO

como 3,3’-dihidroxi-R-y-caroten-

Fig 8. Camino alternativo para B-Caroteno
4,4'-diona (DCD) y 4-hidroxi-3',4'-
didehidroxi-B-yg-caroteno (HDC). Posteriormente mediante andlisis de
espectroscopia de masa se confirmé la estructura del DCD y se identific6 al
segundo compuesto como toruleno. Esto permitié inferir una segunda via para la
sintesis de astaxantina, considerando ahora al HDCO no como un subproducto
sino como intermediario directo (fig.9). Por lo tanto quedaron definidos dos
posibles y concomitantescaminos biosintéticos, siendo el B-caroteno precursor
biciclado en uno de ellos y el Toruleno precursor monociclado en el otro camino.

Este segundo camino no cumple con la secuencia: desaturacidon - ciclaciéon —»

oxigenacion, ya que la segunda ciclacién, a partir del toruleno, se realizaria



luego de finalizada toda la oxigenacién correspondiente a astaxantina.
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VII. PIGMENTACION DE SALMONES
La aceptacién por el consumidor, en el comercio, de salmones, esta

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

15

color rosado de la carne de salmones es debido a la absorcién y deposicion de
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xant6filas, principalmente la astaxantina.

Ya dijimos que los animales no sintetizan carotenoides de novo, con lo
cual la obtencién de los mismos depende de la dieta alimenticia. En la naturaleza
los salmones obtienen la astaxantina y sus ésteres a partir de la ingestion de
zooplancton o de peces que, a su vez ingirieron zooplancton (Torrisen,
0.J.;1989). Cuando la produccién de estos peces es mediante cria intensiva en
piletas, la falta del ecosistema alimenticio natural, da como resultado salmones
con carne palida.

Las levaduras son consideradas una fuente de proteina unicelular de gran
aceptacion en la dieta de animales. Cuentan con la ventaja de ser facilmente
cultivadas y de reproducirse rapidamente en sus formas vegetativas, ademas
son relativamente faciles de modificar genéticamente.

El potencial de Phaffia rhodozyma reside en su habilidad Gnica, entre las
levaduras, de sintetizar astaxantina, pudiendo asi aportar no s6lo el factor
nutricional, sino también proporcionar el deseado color de los salmones en

criaderos, como asi también en pollos y en yemas de huevos.



17
VIIl. CULTIVOS DE MICROORGANISMOS
Cuando un microorganismo dispone de los nutrientes escenciales para su
crecimiento, comienza su desarrollo y divisién celular origindndose un cultivo del
mismo. Existen distintos sistemas para cultivar microorganismos, la 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 excepcién de gases. En esta
modalidad de cultivo se suministran inicialmente los nutrientes y luego se
inocula con una determinada cantidad de células. El cultivo asi iniciado se
desarrolla hasta que algun evento, tal como el agotamiento de un nutriente, lo
detiene.

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

divide por fisién binaria o brotacién, puede ser representada por:

a’X=#X

ik 1
o7 (1)

siendo y la velocidad especifica de

crecimiento y X la concentracién
lul g
celular. g
. § i Fase de latencia
De la figura 10 se puede 2 il Fase logariimica
5 . il Fase estacionaria
deducir que el valor de 4 no es S iV Fase do muorte
constante excepto durante la fase Tiempo

Fig. 10
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exponencial, donde las células se encuentran en plena reproduccién a una
velocidad que es la maxima para el conjunto de condiciones presentes, si no
existe limitacién de nutrientes. Integrando la ecuacién (1) entre los limites

correspondientes a la fase exponencial resulta
Ln % =ut (2)

o bien

Los cultivos por lote asi 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 bano termostatizado a equipos en los cuales se pueden medir y
controlar variables tales como temperatura, pH, concentracién de oxigeno
disuelto, etc. Pero para realizar estudios fisiolégicos, la mayor limitacién 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 mas 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
suposicién es que el fermentador sea perfectamente agitado, de modo que la
composicién en el efluente sea igual a la del reactor y ademas sea

completamente homogéneo.

@ Bomba peristaltica

——— Manguera
Cable
O, disuelto
o M
v Temperatura
Y
Aireacion
f-‘.] ( ] @
1.9 |
Acido Base . O Q‘ o
REACTOR o
Flg 11 Efluente

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

el balance de biomasa a partir de la siguiente ecuacién general:

Variacion = entrada - salida + produccion - consumo (4)

Con lo cual seria,
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A~ FX, - FX+ uXV- BXV (5)

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

reservorio es esteril, X, =0, entonces:

%;Y - TF/Y uX - BX (6)

si definimos D, velocidad de dilucién, como

F
D=L
% (7)
reemplazando por (7) en (6) y considerando que la muerte celular es
despreciable (consumo en la ecuacion general),
aX
8 - DX+ uX
ar K (8)

Al menos uno de los componentes del medio es limitante del crecimiento,
con lo cual la velocidad en que se lo suministra determina la velocidad de
crecimiento, a mayor disponibilidad del mismo el microorganismo en cuestion
crece mas rapido, hasta una velocidad de alimentacién que sobrepasa la
velocidad maxima de crecimiento inherente al microorganismo y se pierde asi el
equilibrio entre la salida de células y la recuperacidon de las mismas por division

celular. La velocidad a partir de la cual ocurre este fendmeno se denomina
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velocidad de dilucién méaxima. Por el contrario cuando la diponibilidad de
nutrientes no compensa las necesidades minimas de las células debido a que el
suministro es muy lento, se define la velocidad de dilucién minima.

La mayor ventaja del cultivo continuo es que trabajando a velocidades de
dilucién por debajo de la méxima y por sobre la minima, se logra mantener al
cultivo a la velocidad de crecimiento deseada. Esta caracteristica es la 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 lo
es la velocidad especifica de crecimiento cred un sistema casi Unico para realizar
estudios fisiolbgicos de microorganismos, especialmente cuando el metabolito
en estudio o la respuesta celular a determinadas condiciones estdn intimamente

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 célculos todo el
tiempo que requiere el proceso, incluyendo los tiempos de preparacién del

fermentador, medios de cultivo, esterilizacion e in6culo; asi el tiempo total seria

T=1M+1L+1P (9)
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siendo t,,= tiempo muerto, o sea la sumatoria de los tiempos de vaciado del lote
anterior, tiempo de limpieza, tiempo de llenado con medio de cultivo y tiempo de
esterilizacion.

t_= tiempo de latencia del cultivo.
t, = tiempo de crecimiento del cultivo.

Reemplazando a t, por la ecuacién 2 queda

In = (10)

1
“ooox
Con lo cual se puede definir a la productividad volumétrica de un cultivo en lote,

en relacién a biomasa, como

;7 (11)

siendo vdlida la aproximacién

Q - X%

ty+t, + —In =
M L %

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-=0X (13)

de esta forma se puede ver que a mayor velocidad de dilucién, manteniéndose
la concentracion celular constante, la productividad volumétrica, referida a
biomasa, aumenta hasta una cierta velocidad Dy, por sobre la cual la
concentracidn celular comienza a caer, disminuyendo la productividad.

Es posible demostrar que la maxima productividad alcanzada en un cultivo
continuo es siempre mayor que la alcanzada en un cultivo por lote (Sykyta, B;
1964); y ademéas a mayor u,,, mayor es la productividad.

En el campo industrial, las principales ventajas de las fermentaciones
continuas no son solo su alta productividad, sino ademas su facilidad de
instrumentacidn y automatizacién, la calidad pareja de su efluente y su
versatilidad para eludir los mecanismos de control metabdlico que impiden la
sobreproduccién.

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
podria deberse a temores relacionados con problemas de contaminacién y
mutacidén; otra razén podria ser que en algunos casos, a pesar de la alta
productividad, las concentraciones en la corriente de salida de las especies que
interesen sean tan bajas que la etapa de recuperacion afecte mas alla de toda
conveniencia sobre el costo de produccién; y ademas 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.

Basicamente es una operacidn 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
variacion del volumen del cultivo.

Partiendo de la base que en un proceso fermentativo lo que interesa son
las condiciones que permiten el desarrollo del microorganismo de acuerdo a un
comportamiento fisiolégico deseado, se puede facilmente ver que controlando la
velocidad de entrada del nutriente limitante, se logra en los cultivos por lote
alimentado influir sobre 13 velocidad especifica de crecimiento del
microorganismo y eventualmente favorecer el predominio de un determinado
estado fisioldgico. (Malek, |.; 1958)

La velocidad de alimentacion u oferta de nutrientes se representa

mediante la siguiente expresién:

V=F&§ (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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determinandola a través del tiempo para saber cdmo programar la velocidad de
alimentacion en base a los objetivos planteados.

Segun como se programe la velocidad de alimentacién podemos definir
diversas funciones: a.- Una velocidad constante en el tiempo; b.- Una funcién
lineal, en la cual la velocidad aumenta proporcionalmente en el tiempo; c.- Una

funcién exponencial,

F=F e*! (15)

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

Con este sistema es posible evitar fenédmenos de inhibicién por sustrato
como también evitar la formacién de metabolitos no deseados que podrian
ocurrir a altas concentraciones de sustrato, eliminar o atenuar la represion
catabdlica.

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).

XIl. CONTROL DE LOS PROCESOS FERMENTATIVOS
SENSORES
A lo largo de esta introduccion se plantearon ventajas y desventajas de

los distintos y clasicos 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,
cémo se logra?.

Cuando las condiciones necesarias son constantes en el tiempo la
solucién pasa por sistemas electrénicos que puedan cuantificar las variable en
cuestién y mantener sus valores dentro de limites impuestos. De este modo un
simple sensor puede determinar el pH del medio y mediante la activacién de
bombas agregar acido a 4lkali de forma de mantener el valor deseado. Asi
existen diversos sensores ya sea para pH, temperatura, % de O, disuelto,
concentracién de O, y CO, en el aire, flujo de aire, etc. Ademas ya existen
sensores muy especificos como ser los biosensores, en los cuales se inmovilizan
materiales biolégicos en la cercania de transductores, los cuales miden cambios
fisicoquimicos producidos por las reacciones especificas de los componentes
bioldgicos 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 bioquimica de oxigeno (Riedel, K.;1988b); otra alternativa es
inmovilizando anticuerpos (Hall, E.A.H.; 1986). Otras alternativas para la
medicién de metabolitos especificos es la de acoplar sistemas de cromatografia
liquida en columna (Buttler, T.; 1994), de cromatografia liquida de alta presién
(Turner, C.;1994), de espectroscopia de infrarrojo (Vaccari, G; 1994), etc.

A pesar de la amplia gama de sensores o sistemas de medicion, 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 estimacién de variables a través de la medicién de otras
variables, como por ejemplo la determinacién de concentracion de lactosa,
galactosa y acido lactico a partir de funciones que tienen como variable la
cantidad de NaOH agregado al cultivo para mantener el pH en cierto valor
(Acufia, G.; 1994). Dado a que el uso de funciones definidas no son validas
cuando los cultivos se desvian en su comportamiento, en la actualidad tiene una
gran aceptacion el uso de redes neurales para la estimacion de diversas
variables, las cuales "aprenden” a partir de la acumulacién de datos en diversas
corridas no dependiendo de funciones establecidas, lo cual las transforman en

alternativas mas versatiles. (Zhang, Q.; 1994. Glassey, J.; 1994)

Xill. CONTROL COMPUTARIZADO

Aunque el uso de computadoras ha estado presente en diversos procesos
desde hace mucho tiempo, la principal utilidad se establecié en la industria
quimica y petroquimica; en la industria de fermentaciones la mayor limitacién 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 bioldgico,
los datos adquiridos de los procesos.

En la actualidad, el desarrollo de nuevas y mas veloces computadoras, asi
como de sistemas de adquisicién y almacenamiento de datos esta posibilitando
evaluaciones continuas y mas precisas de los procesos fermentativos, las cuales

junto a algoritmos y modelos adecuados permiten la implementacion de exitosas
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estrategias de control, no sélo a nivel de laboratorio (Takamatsu, T.; 1985) sino
también a nivel industrial (Heinrich, M.; 1991).

Cabe destacar que la solucidn de los cuellos de botella no sélo pasa por el
desarrollo de nuevos sensores y computadoras més versatiles, sino también por

el desarrollo de correctas y acertadas estrategias de control.

XIV. ESTRATEGIAS DE CONTROL

Hasta hace poco las computadoras sélo se usaban como sofisticados
sistemas de interruptores y acumulacién de datos. La mayor versatilidad de las
mismas y el desarrollo de idiomas de programacién especificos han abierto un
gran campo para el desarrollo de distintas estrategias de control. A continuacién
se resumen algunas de las estrategias mas comunmente aplicadas a diversos
bioprocesos. A pesar de que se clasifican como distintos métodos, en realidad la
mayoria comparten conceptos y bases similares, pero han ido evolucionando en

ciertos aspectos individuales, pudiéndose asi clasificarlos de alguna manera.

CONTROL PROGRAMADO

Los controladores actian segun una cierta funcién de accién, en base a la
cual establecen la velocidad y forma de reaccién de los sistemas en base al
grado de desviacion de las variables que se pretenden controlar. El problema se
suscita cuando el grado de desviacién no es constante a lo largo del proceso y
esto puede llevar a que la funcidén de accidon deje de ser la adecuada, con lo cual

en esta clase de estrategia se programa con anterioridad la variacioén de los
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pardmetros en las funciones de accién, de modo de logar respuestas
satisfactorias durante todo el proceso.
Este tipo de estrategia es muy rigido y ante cualquier desvio 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 accidn se realizan en base a
informacién adquirida del mismo proceso en marcha. Asi por ejemplo se han
simulado cultivos de levaduras de panaderfa por lote alimentado, controlados
segun la concentracion celular y la tasa especifica de crecimiento (Takamatsu,

T.; 1985).

CONTROL OPTIMO CON MODELOS DE IDENTIFICACION

Como se definid en la estrategia anterior la idea es tratar de seguir la
evolucién del cultivo para asi poder ir controldndolo segun las circunstancias. En
esta clase de estrategias también se miden o estiman variables, pero no son
utilizadas para controlar directamente las funciones de accién, sino para
determinar las condiciones dptimas a mantener en base a un modelo
predeterminado que describa el proceso en cuestion.

Asi se realizaron cultivos por lote alimentado de levaduras de pan

lograndose evitar el efecto Cabtree, (Wu, W-T.; 1985).
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CONTROL ADAPTATIVO

El desarrollo de las estrategias no sélo siguié considerando la evolucidn
del cultivo, sino que ademds involucré a los modelos en si, determinando que
estos no sean muy rfgidos. De este modo surgieron sistemas en los cuales no
s6lo controlan la funcién de accién sino que también determinan en base al valor
de las variables en cuestidn cuéles son las condiciones 6ptimas a mantener; a
diferencia del control 6ptimo aqui los modelos son lineales y se ajustan de forma
de mantener al maximo la condicién deseada (Rolf, M.J.; 1985). Estas
estrategias requieren poca informacidn previa ya que si el modelo es correcto se

adaptan répidamente a los cambios del proceso.

CONTROL PREDICTIVO

Hasta ahora las estrategias discutidas imponen condiciones segun los
estados actual y pasado del cultivo, pero ninguna considera el posible estado al
cual el cultivo evolucionara en base a los cambios impuestos.

En cultivos continuos mixtos competitivos, que involucran la coexistencia
de dos especies de microorganismos, cualquier perturbacién que aleje al sistema
del estado de equilibrio, implica el lavado de una de las especies; con lo cual las
estrategias de control deben consideran qué efecto tendran sobre el cultivo las
acciones de control. Mediante el uso de matrices dindmicas, que implica un
control predictivo, se ha logrado el control y mantenimiento de cultivos
continuos mixtos competitivos entre Escherichia coli y Candida utilis (Goochee,

C.F.; 1989).
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CONTROL BASADO EN CONOCIMIENTO

La dltima tendencia en estrategias de control es tratar de conjugar los
conocimientos propios de la intuicién de los operadores con la experiencia en el
control de biorreactores. De esta forma surgieron los sistemas expertos, los
cuales no so6lo ejecutan una estrategia de control sobre el cultivo, sino que
ademds consideran en base al conocimiento del proceso, si las senales
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
intentd aportar conocimientos en variados aspectos, a fin de abrir

caminos para futuras investigaciones en el tema.

A. Estudios genéticos y fisioldgicos,

Los objetivos en estas areas, consistieron en determinar las
condiciones 6ptimas para la obtencidén de esferoplastos y protoplastos de
P. rhodozyma, a fin de poder buscar plasmidos indigenas y posibilitar asi
la creacién de vectores de clonado.

Por otro lado, se intenté determinar la/s funcidén/es de los
caroteniodes en P. rhodozyma. Esto permitira, junto a estudios
moleculares, establecer los mecanismos de control en la carotenogénesis,

en caso de que existieran.

B. Control computarizado de la produccién de astaxantina,

Los objetivos de esta segunda parte se centraron
fundamentalmente, en estudiar la fisiologia de crecimiento y produccién
de carotenoides en P. rhodozyma, y en base a ello poder determinar
estrategias de cultivo convenientes para optimar la producciéon, y ademas
disefiar un sistema computarizado que controle el desarrollo de dichas

estrategias.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos:

Las cepas utilizadas fueron Phaffia rhodozyma NRRL Y-17269,
Saccharomyces cerevisiae: K382-382; K382-382 "petite"; p155 "petite”;
p522 "petite"; p164 a, leu,; p352 killer, arg; p165 a, his y p173 g, ade,;
Rhodotorula sp. y Cryptococcus laurentii.

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

de C. /aurentii 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) incubdndose a 22°C por aproximadamente 14-16 horas.

S. cerevisiae, Rhodotorula sp y C. laurentii fueron crecidas en
medio YPD ([p/v] extracto de levadura 1%, peptona 2%, glucosa 2%, pH
4,5-5,5) incubdndose a 30°C por aproximadamente 12-14 horas.

Para cultivos en medio sélido se adicioné a los correspondientes
medios agar 1,5-1,8%. Los cultivos en medios liquidos se hicieron en
Erlenmeyers con un volumen del 10% y agitados a 200 rpm.

Medio para cultivos en fermentador: La composicion del mismo fue la
siguiente [p/v]: (NH,)SO, 0,2%; MgS0,.7H,0 0,06%; CaCl,.2H,0 0,01%;

KH,PO, 0,1%; extracto de levadura 0,5% y glucosa 0,3 o 1%. La fuente
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de carbono (glucosa) se esterilizé por separado y se combiné con el resto
del medio a temperatura ambiente.

Medio de regeneracién 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 KCl 0,6M como estabilizador osmético.

Medio de seleccién: YNB (yeast nitrogen base,DIFCO) con o sin

aminoacidos suplementado con xilosa 2%.

La esterilizacién de los medios de cultivos se realizé en autoclave a
1 atm durante el tiempo necesario, segun 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 analiticos:

Extraccién y cuantificacidn de carotenoides: Se realiz6 mediante la técnica
del dimetilsulfoxido (DMSO) (Sedmak, J.J. 1990) modificada en este
trabajo. Se lavaron y centrifugaron las células dos veces (5 min. 3500
rom) con 2,0 mi de agua destilada, se secaron en desecador durante 1
minuto y se adicioné 1-1,5 ml de DMSO precalentado a 55°C. Luego de
agitar vigorosamente 40-50 seg. se adicionaron 0,5 ml de NaCl 30% en
agua y 1,5 ml de acetona. Después de mezclar se extrajeron los

carotenoides en 1,5 ml de éter de petréleo. El contenido de carotenoides
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se determiné en la fase orgénica por absorcién a 474 nmy la
concentracion de carotenoides totales fue calculada usando el coeficiente
de extincion del 1% de 2.100 (An et. al., 1989).

Los carotenoides individuales se analizaron por cromatografia de
capa delgada en Silica gel (kieselgel 60, espesor 0,2mm, Merck) usando
éter de petréleo:acetona (2:1) como solvente de corrida.

Los espectros de absorcién se realizaron en un espectrofotémetro

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

Glucosa: se determiné su concentracidn enzimaticamente mediante el

método de glucosa oxidasa-peroxidasa (Wiener).

Crecimiento: En los cultivos realizados en Erlenmeyers fue seguido por
medida de densidad 6ptica a 660 nm. Cuando fue necesario se diluyd con
solucidn fisiolégica. La biomasa se determiné 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 siguid el crecimiento utilizando el sensor de
biomasa PROIMI I, que fue modificado segun se detalla en los resultados

de esta tesis.

Aislamiento de Cryptococcus laurentii:

Diversas muestras de desagues pluviales fueron precipitadas por
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centrifugacién (12.000 rpm 5 min., en microcentrifuga) y sembradas en
medio sdélido YM-é&cido (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 1,/IK), por ser
coloreadas (rosa palido), y por su crecimiento a 30°C.

Una de las cepas, C7, fue caracterizada como perteneciente a la
especie /aurentii por su morfologia y asimilacién de carbohidratos.

(Rodrigues de Miranda, L.; 1984)

Obtencién y fusién de protoplastos:

Metodologia para optimar la obtencién de protoplastos: Los cultivos en
fase exponencial fueron cosechados, (9.980 g) lavados y resuspendidos
en solucién de pretratamiento. Luego de incubar 30 min. a 22 o0 a 30°C
se cosecharon (9.980 g) las células y se resuspendieron en solucién de
enzima en una concentracién 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 concentracién del estabilizador osmético se
ensayaron soluciones con 0,6; 0,8; 1,0 and 1,2 M de KClI, con 8,0 mg de
enzima/ml y para la concentracion de enzima, soluciones con 6,0; 8,0 y
10,0 mg enzima/ml con KCI 1,0 M.

Peri6édicamente se tomaron muestras (50ul) de la mezcla de
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incubacién (células-enzima). Estas se diluyeron por separado en 2,0 ml de
la correspondiente solucién de estabilizador y en 2,0 ml de H,0 destilada.
Luego de agitar vigorosamente se midié absorbancia a 800 nm. En el
agua destilada estallan los protoplastos y esferoplastos y por el contrario
en la solucién de KCL quedan tanto las células intactas como las

osmoéticamente fragiles.

Calculos:

trans H,0 t,.: transmitancia de la dilucién en agua del tiempo n.

trans KCI t: transmitancia de la dilucién en la correspondiente solucion de
KCI del tiempo n.

trans KCl t,- trans H,0 t, / trans H,0 t, * 100 : % de células
osméticamente fragiles producidas al tiempo n con respecto a las células
iniciales.

trans KCl t, / trans KCl t, * 100 : % de células totales restantes en la

incubacién al tiempo n.

Microscopia de Fluorescencia: Las células se resuspendieron en 2 g/l de
Fluorescent Brightener (SIGMA) en amortiguador (0,01M MgS0O,-7H,0;
0,05M Tris-HC! y 0,005 KH,PO,; 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 examinacion en

microscopio de fluorescencia (Zeizz, estédndar).



38

Solucién de pretratamiento: amortiguador Tris-HCI| 0,1M (pH 7,4), més

EDTA 0,01M, KCI 0,6; 0,8; 1,0 0 1,2 M y B-mercaptoetanol 0, 1M.

Solucién de enzimas: Novozym 234: 6,0; 8,0 o0 10,0 mg/ml en
amortiguador &cido citrico-KH,PO, (pH 5,6), con KCI 0,6M.
Todos los lavados y diluciones fueron hechos con KCI 0,6; 0,8; 1,0

o 1,2 M como estabilizador osmético.

Solucion de fusién: polietilenglicol (PEG) 4.000 30% en amortiguador

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

Fusion de protoplastos: Cantidades iguales de protoplastos de las cepas a
fusionar, resuspendidas en KCL 1,0M, se mezclaron y centrifugaron
(9.980 g, 15 segq). El sedimento fue suavemente resuspendido en 1,5 ml
de solucién de fusién e incubado por 25 minutos a 30°C. Luego se diluy6
la mezcla en KCI 1,0M y se sembré en los medios correspondientes. En el
caso de sembrarse en medios de regeneracion selectivos se sembraron a
modo de control, las mismas cepas igualmente tratadas pero sin

mezclarlas.

Regeneracién: 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 dias a 22°C. Cada muestra fue sembrada

por triplicado.
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La frecuencia de regeneracién fue calculada como el porcentaje de
células osmobticamente fragiles capaces de formar colonias.
Todos los lavados y diluciones fueron hechas con KCi (0,6; 0,8;

1,0 0 1,2 M) como estabilizador osmético.

Condiciones de cultivo

Cultivo por lote y continuo: Estos ensayos se realizaron a 22°C en un
fermentador LH 502D (LH fermentention). 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
aireacion 0,8 I/m. La tensién de O, disuelto fue determinada con un
electrodo polarogréfico (Ingold, Urdorf, Switzerland). La agitacién fue
automaticamente regulada a fin de mantener la tensién de O, disuelto por
sobre el 40% de saturacién. El pH fue controlado automaticamente en 4,5
unidades con HCI 1,0 M y KOH 1,0M.

Los cultivos utilizados como in6culos 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 concentracion
celular de 1 x 10° células/ml.

Para el recuento de colonias se sembraron las muestras diluidas en

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

La adquisicién de datos se realizé conectando las salidas analdgicas
(0-5 volts) de los médulos del fermentador a una computadora AT-386
mediante una tarjeta conversora analégica-digital/digital-analégica de 8
canales y 8 bits de resolucién (ADDAS8, NELTI); el programa utilizado,
BIOFER, forma parte del desarrollo de la presente tesis y se detalla en los
resultados. El control se realiz6 conectando salidas anal6gicas y digitales
de la tarjeta conversora a los distintos médulos y bombas peristélticas

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

Vill.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 luz U.V. durante periodos de tiempo que variaron desde
0,5 a 5 minutos de forma de alcanzar un indice de mortalidad mayor al
90%, con constante agitacion. Luego, las células se plaquearon en YPD
(C. laurentii) o YM (P. rhodozyma) por aproximadamente 10 dias en

oscuridad, a 30 0 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 tampon fosfato

50 mM pH 7,0. Se adicion6 4 ul de MNNG 10 mg/ml en acetona por cada
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5 x 107 células y se incubé a 23°C, 45 min., segun curva de calibracién.
La reaccién se detuvo adicionando igual volumen de Tiosulfato de Sodio
10% (preparado en el momento y esterilizado por filtracién). Luego las
células se lavaron con H,0 destilada estéril, y se sembraron en placas con

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

Separacién de cromosomas

Preparacion de DNA cromosomal intacto: Se prepararon protoplastos
como se indicé en la seccion V de Materiales y Métodos y se mezclaron
(1:1) con agarosa LMPT (bajo punto de fusién) al 1% en KCI 1,0 M. Se
dej6 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 laury!l
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 inversion 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 segin los requerimientos
deseados. Como se trabaja con sélo dos electrodos la variacién del campo
es de 180° con respecto a la direccién de la corrida.Los bloques se
sembraron en geles de agarosa tipo | (baja electroendoosmosis) 1% en

amortiguador TBE 0,5x (TBE 10x: EDTA 0,02 M, Tris-Borato 0,89 M, Ac.
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bérico 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

Numero de ciclos: 1 - 4

Duracion del pulso al comienzo: 1 seg

Duracién del pulso al final: 60 - 120 seg

Incremento del pulso: exponencial

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

Relacién pulso hacia adelante/pulso inverso: 3:1

Pausa como % del pulso hacia adelante: 2

Concentracién 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.

ADN de Phaffia rhodozyma
Extraccién de ADN: Se obtuvieron protoplastos (seccién V de Mat. y
Mét.) de un cultivo de P. rhodozyma 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) méas 0,5 ml de SDS 10% y se incubaron a
65°C, 30 min.. Luego se adiciond a esta suspension, 1,5 ml de acetato
de potasio 5M y se incubd en hielo 60 min.. Se centrifugé a 12000 g 10
min. y se transfiri6 el sobrenadante a otro tubo, al cual se adicioné 1
volumen de isopropanol (-20°C), y se centrifugé 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 1TmM). Se centrifugé a 12000 g 15 min. a 4°C vy
se transfirié el sobrenadante a otro tubo al que se le adicioné 15 ul de
RNAsa A 10mg/ml. Esta mezcla se incub6 a 37°C 30 min., se agregé
250 ul de proteinasa K 10 mg/ml y se siguié incubando durante 2 horas
mas. Se adicioné 1 volumen de fenol, luego de 10 min. se centrifugé 3
min. y se transfiri6 la fase acuosa a la que se le agregé cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Luego de 5 min. se centrifugé 3 min. y se transfiri6 la
fase acuosa adicionandole un volumen de isopropanol. Se descart6 el
sobrenadante y el precipitado se secé al vacio. Finalmente se resuspendié
el sedimento en 200 yl de TE 10mM (Tris-HCL 10 mM pH=7,4 y EDTA 1

mM) y se guardé a 4°C, hasta su uso.

Andlisis 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. bérico 0,89 M, pH
8,0) mas 2 ul 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 agregd INa (solucién saturada en
SO,Na, 5%) 3 veces en volumen el peso de los bloques y 15 ul de
glassmilk (Geneclean Il, BIO 101). Se dej6 reposar durante 15 min.
agitando cada 1 min., se centrifugé (9.980 g, 8 seg.) y se lav6é 3 veces el
sedimento con New (225 ml de 20mM Tris-HCI pH:7,2; 0,2M CINa; 2mM
EDTA pH:8,0 mas 275 ml de etanol absoluto). Luego de 1 hora de secado
al vacio se resuspendié en 20 ul de H,0 destilada e incub6 por 8 min. a
55°C. Se centrifugd (9.980 g, 8 seg.) y se guardé el sobrenadante. El
sedimento se volvié a calentar con H,0 destilada y luego de centrifugar,

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

Restriccién de plasmidos de P. rhodozyma: Cada 40 ug de ADN se
agregaron 6 ul de amortiguador N°3 (BIORAD), 7 ul de H,O bidestilada y

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

ESTUDIOS GENETICOS Y FISIOLOGICOS DE Phaffia rhodozyma

l. Obtencion de protoplastos

Los primeros experimentos de fusidn se realizaron segun 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 presién de seleccién
sobre los hibridos fue el crecimiento a 30°C. Por este motivo la
preparacion de protoplastos de P. rhodozyma se llevé a cabo a dicha
temperatura. Como esta levadura no desarrolla a 30°C se consider$ a la
misma como el dador muerto (Miller, M.W.; 1976).

Cuando se digiere total o parcialmente la pared celular de una
levadura, ésta estalla a menos que el medio extracelular esté
osmdbticamente estabilizado con respecto al medio intracelular.(Brenner,
S.; 1958)

Para determinar la concentracion 6ptima de estabilizador, se siguié
la formacion de células osméticamente fragiles (c.o.f.) en incubaciones
con diferentes concentraciones de KCI, tanto en el pretratamiento como

en la solucién enzimatica.
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En la fig. 12
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Esto se debe a que
durante el proceso
de obtencién de protoplastos las células estallan (lo que se observa
microscépicamente). Al calcular el porcentaje de c.o.f. con respecto a la
concentracion inicial de células (fig. 13) se puede concluir que, para lograr
un medio isoténico con respecto al medio intracelular de Phaffia
rhodozyma, la concentracién de estabilizador osmético 0,6 M,
normalmente usada para Saccharomyces cerevisiae y demas 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

6ptima 1.0 M.
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mg/ml). En la fig. 14 se observa que la concentracién enzimatica no
afecta el porcentaje de células restantes con respecto a la concentracion
inicial (KCl 0,1 M). Finalmemte al observar el porcentaje de c.o.f.
obtenidas (Fig.15), podemos observar que aunque la pendiente inicial de

aparicién de células fragiles es mayor a la concentracién de 10,0 mg/ml
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Fig. 15 [enzima]

de enzima, ya a los 10 min. practicamente se equiparan los resultados, y
las diferencias no son significativas con respecto a la variacion de la
concentracién de enzima. Por lo tanto se concluye, que la menor
concentracion es la 6ptima pues se necesita un menor niamero de lavados

posteriores de las células para excluir la enzima, logrando asi 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 Phaffia rhodozyma:
1- Hacer un cultivo de P. rhodozyma ya sea en YM-liquido o a modo de
césped en YM-agar, durante aproximadamente 24 horas.
2- levantar el cultivo de la placa de petri suspendiéndolo en H,O destilada
estéril.
3- Lavar con KCI 1.0 M (centrifugar a 5.000 g 5 min.)
4- Resuspender el precipitado en solucién de pretratamiento hasta una
concentracién aproximada de 5 x 10’ 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 solucién de enzima (Novozyme 234 6,0 mg/ml). Incubar a
35°C.
6- Determinar el progreso de la incubacién 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 utilizacién en el mismo dia.

El protocolo propuesto es (til en casos como fusiones con dador
muerto, extraccién de ADN, ARN o cualquier otro proceso que implique la
remocién de la pared celular sin necesidad de mantener la viabilidad.

Para casos en los cuales si es esencial obtener protoplastos viables,
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la primera modificacién que hay que plantear es la disminucién de la
temperatura a 22-25°C durante las distintas incubaciones.

En la fig. 16 se
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en los puntos 4y 5,

fijdndola a 22°C. Los

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

Si comparamos la obtencién 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 explicarifa como una cinética enzimatica
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 osmadticamente equilibrado, a medida que e! tiempo
pasa, las células van explotando.

Para estudiar la viabilidad y capacidad de regeneracién de las
células tratadas, se realizaron plaqueos de las muestras en los respectivos
medios (YM con y sin estabilizador osmético). Observandose que la

regeneracion fue de aproximadamente 46%, cuando la obtencién de c.o.f
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correspodié al 30%; a medida que la conversién a c.o.f. aumentaba, la

regenaracion disminuia, 23% para un 75% de conversién.
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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 osmoticamente fragiles,
conservan fragmentos de pared (Darling, S.; 1969). Dependiendo de la
naturaleza y cantidad de pared remanente, los esferoplastos pueden
mantener su morfologia original o presentar forma esférica en medios
isoténicos.

Si el objetivo es realizar fusiones se pueden utilizar esferoplastos,
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aungue es mas conveniente el uso de protoplastos. Ahora bien, si los
experimentos a realizar implican transformacién con pldsmidos o
cromosomas artificiales, el uso de esferoplastos es esencial para lograr
altos rendimientos (Sipiczki, M.; 1985).

Para determinar si la formacién de protoplastos en P. rhodozyma
implica una transicién por estados de esferoplastos, se incubaron
muestras de c.o.f. obtenidas con Fluorescent Brightnes 28. En la fig. 17
se observa como evoluciona la formacién de c.o.f. y la proporcién de
protoplastos y esferoplastos.

La fluorescencia en las células fue disminuyendo durante el
transcurso de la incubacién, aunque siempre hubo células que
mantuvieron alta la misma. Esta disminucién se vio relacionada con la
pérdida de la morfologia normal (esferoplastos), llegando las células a
tomar un aspecto esférico de gran tamafnio y sin fluorescencia
(protoplastos).

Este pasaje por el estadio de esferoplastos explicaria que la
regeneracién va disminuyendo a medida que aumenta el porcentaje de
c.o.f.. La regeneracién seria méas eficiente a partir de esferoplastos que de
protoplastos, ya que los restos de pared actuarian como nucleos
elongadores en la sintesis de pared celular. (Bacon, J.S.D.; 1969; Necas,

0.; 1971)
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Il. Fusiéon de protoplastos

Una vez obtenidos los protoplastos de P. rhodozyma, se los
utilizaron para realizar fusiones con otras especies de levaduras. El
objetivo se centrd en la obtencién de hibridos que sintetizaran astaxantina
y pudieran a su vez crecer a mayor temperatura que P. rhodozyma. De
esta manera se podrian acortar los tiempos de crecimiento y también se

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

Fusion de Phaffia rhodozyma y Saccharomyces cerevisiae:

Se utilizaron diversas cepas de S. cerevisiae para ser fusionadas
con P. rhodozyma. En la tabla | se detallan las diferentes cepas de S.
cerevisiae utilizadas detallando sus marcas genéticas y qué presion de
seleccién se utilizé (medio y temperatura de incubacién) para aislar los
hibridos resultantes. Ademas se detalla si se obtuvieron hibridos vy si
producian carotenoides. Para P. rhodozyma se utiliz6 como marca su
inhabilidad de crecer a 30°C.

En el caso de P. rhodozyma x S. cerevisiae K-382-382 se
obtuvieron hibridos que crecieron a 30°C con xilosa como Unica fuente
de carbono. Los parentales no poseian dichas capacidades juntas.

Las levaduras "petite” son mutantes deficientes en respiracién.
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 lo tanto, obtienen
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energia solamente por medio de la glucélisis. Esto determina que no
puedan utilizar, como se dijo anteriormente, el glicerol como unica fuente
de energia. Dicha deficiencia puede ser revertida mediante fusién de
protoplastos con cepas de levaduras que sean competentes respiratorias
(Spencer, J.F.T.; 1981). En este caso lo que se logra es un intercambio
de material citoplasmatico. Asi la cepa competente respiratoria, que posee
mitocondrias funcionales, transfiere estas organelas a la cepa receptora,
la cual revierte su condicién 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 hibridos se aislaron en YPglicerol a 30°C.

Tabla |:
cepas de S. Medio de T(°C) Hibridos Carotenoides
cerevisiae Seleccién
K-382-382 YPXilosa 30 Sl no
K-382-382 petit YPGlicerol 30 no --
p155 petit YPGlicerol 30 Sl no
p522 petit YPGlicerol 30 Sl no
p164 a,leu, YNB °/Aa 30 no -
p352 killer,arg YNB °/Aa 30 Sl no
p165 a,his YNB ®/Aa 30 no --
p173 a.ade, YNB °/Aa 30 no --
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Como se puede observar en la tabla |, la reversién de la deficiencia
respiratoria fue exitosa, excepto en el caso de la cepa K-382-382, en la
cual no se logré revertir el caracter "petite”, aun luego de repetidas
fusiones. Esto podria deberse a alguna deficiencia a nivel nuclear no
complementada, o a alguna incompatibilidad entre las mitocondrias de P.
rhodozyma y la de la cepa K-382-382 "petite".

Cuando en las cepas parentales se utilizaron auxotrofias como
marcas genéticas (Spencer, J.F.T.; 1978), sélo se lograron hibridos en las
fusiones realizadas entre P. rhodozyma y la cepa p352.

Finalmente, de la tabla | se puede extraer, que no se obtuvieron
hibridos carotenogénicos. Pero si se logré la fusién y transferencia de
informacién genética entre especies de distinto género. Mas aun,
reconociendo a P. rhodozyma como posible basidiomiceto, seria una
fusién entre grupos distintos.

En las fusiones, cuando existe cariogamia (unién de los nuicleos), se
produce un reordenamiento cromosdmico, que implica la posible fijacién
de cromosomas mezclados (provenientes de ambos parentales) y eventos
de recombinacién.

Considerando lo expuesto se buscé un género relacionado con P.
rhodozyma, con respecto a la caracteristica 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 6ptima de crecimiento

esta entre los 30 y 35°C, dependiendo de la 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 YM &cido. Se aislaron levaduras
que fueron caracterizadas en base a la produccién de pigmentos y
céapsulas amiloideas. 7 de ellas pertenecian al género Cryptococcus. Una
de éstas fue identificada como C. /laurentii (C7) segun la utilizacién de
diversas fuentes de carbono. (Rodrigues de Miranda, L.; 1984)

Mediante mutagénesis por luz U.V. se obtuvieron mutantes
auxotréficos de la cepa C. /laurentii C7 (C7-27; C7-88) y blancos
(deficientes en la produccién de pigmentos, C7-Wn). Las marcas
genéticas logradas, las hace 6ptimas como cepas parentales de fusién,
para poder diferenciar los hibridos resultantes de las fusiones con P.
rhodozyma. Como la temperatura de regeneracién y seleccién de los
hibridos fue 30°C, P. rhodozyma no pudo crecer a esa temperatura

restrictiva.

Fusidon de Phaffia rhodozyma y Cryptococcus laurentii:

De los mutantes C7-27 y diversas C7-Wn, se obtuvieron
esferoplastos, los que fueron fusionados con esferoplastos de P.
rhodozyma.

Los productos de fusién de P. rhodozyma y C7-27 fueron aislados
en medio minimo (YNB sin aminoacidos + 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 extraccién y cromatografia de capa delgada.

De la fusién de P. rhodozyma y C7-W4 se aisiaron en medio YM a
30°C a los hibridos HW4-66, HW4-78, HW4-81, HW4-84,

Los hibridos asi obtenidos fueron caracterizados segun las bandas
obtenidas en cromatragrafias en placa delgada de extractos de sus
pigmentos. En la tabla 1l se resumen los valores de Rf de las bandas

obtenidos para cada hibrido.

Tabla II:
CEPAS Valores de Rf de cada banda en
cromatografias en placa

P.rhodozyma .19 .24 .28 .35 37 .48 .65

C7-27 .80
| C7-wa ] 41 ZAI.

H27-12 N.D.

H27-13 41

H27-14 N.D.

H27-15 N.D.

HW4-66 41

HW4-78 41 .75

HW4-81 .80
| HW4-84 41

N.D. = No se detectan bandas.
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Aunque no se lograron aislar cepas hibridas que produzcan
astaxantina y sean capaces de crecer a 30°C, si se obtuvieron hibridos
qgue complementaron auxotrofias entre P. rhodozyma y C. laurentii (H27-
12; -13; -14,; -15) y también se complementaron mutaciones que
afectaban la carotenogénesis en C. Laurentii (HW4-81). De acuerdo a
estos resultados se puede postular que ambas especies podrian compartir
cierta informacién genética con respecto a la carotenogénesis. Cabe
destacar que no hay informacién alguna sobre los genes responsables de

la sintesis de carotenoides, para ninguna de las dos especies.
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lil. Patrén Electroforético de los cromosomas de Phaffia rhodozyma

En la electroforesis convencional, méleculas superiores a 20 kb
migran en forma independiente a su tamaiio (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 tamafo (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 asi
también aislar cromosomas para ser utilizados en experimentos de
transformacién celular (Goto, K.; 1990).

En el caso de Phaffia rhodozyma ain no se ha informado sobre el
aislamiento de cromosomas y mucho menos sobre resultados referentes al
nimero de los mismos.

Como se ha logrado 6ptimas condiciones para obtener protoplastos
de P. rhodozyma, se trabajé en las mismas condiciones ideales para
caracterizar a la especie segin su nimero de cromosomas.

Se variaron el tiempo de pulsado, el volitaje aplicado, la
concentraciéon de agarosa, tiempo de corrida y el nimero de ciclos, y se

hicieron numerosas corridas tratando de considerar 13 influencia de las
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variables en juego. Se obtuvieron desde corridas rechazables con una
Unica banda en el frente de corrida, hasta lograr obtener 7 bandas (foto 2)

con las siguientes condiciones:

Calles 1 5

Vil
Vi VII-XV-IV
Vv XII-XVI
v Xl
i XIV-II
| X-XI
| V-V
IX
i
\!

FOTO 2: Calles 1y 2: Phaffia rhodozyma. Calle 5: Saccharomyces cerevisiae.

Diferencia de potencial: 11 volts/cm de gel.
Tiempo de corrida: 20 horas

Numero de ciclos: 1

Duracidn del pulso al comienzo: 1 seg

Duracién del pulso al final: 60 seg
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Incremento del pulso: exponencial
% del tiempo del ciclo en alcanzar el 50% del pulso: 40
Relacién pulso hacia adelante/pulso inverso: 3:1
Pausa como % del pulso hacia adelante: 2
Concentracién de agarosa: 1 %

Temperatura: 10°C

Una de las 7 bandas obtenidas corresponderfa, por su tamano e
intensidad, a dos moléculas diferentes ; con lo. cual se podria inferir que el
patrén electroforético de los cromosomas de Phaffia rhodozyma NRRL Y-

17269 estaria compuesto por lo menos por 8 cromosomas.
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IV. Pldsmidos de Phaffia rhodozyma

Una de las tantas estrategias posibles a considerar cuando se
quieren estudiar caminos biosintéticos y sistemas de regulacién, es la de
aislar los genes responsables. Para ello se ensay6 si la preparacién de
protoplastos de Phaffia rhodozyma seria satisfactoria para la extraccion de
su ADN total.

Luego de obtener los protoplastos y extraer el ADN, se lo analiz6
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 Unica de muy bajo peso molecular (<0.5
Kb). El otro grupo consistié 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 segun se describe en Materiales y
Métodos, pero el tratamiento con RNAsa fue obviado en las muestras N°
2y 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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Calles 1 2 3 4 5 6

Kb

23,1 ADN crom.
9,4

6,6

4,4 5-7Kb
2,3 3-3,8Kb
2,0

0,5Kb

FOTO 3: Calle 1: Fago 4 digerido con Hindlll. Calles 2 a 6: muestras 1 a 5 respectivamente.

La banda de mayor peso molecular (>50 Kb) corresponderia al
ADN cromosomal de P. rhodozyma. Esta a su vez fue cortada del gel de
agarosa, extraida y digerida con BamH1. Se incubé por espacios de 1, 2y
3 horas y luego se determind electroforéticamente que el tiempo 6ptimo
de incubacién fue de 1 hora. En este caso dio como resultado una

digestién parcial enriquecida en fragmentos de 12 kb (Foto 4).
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Calles 1 2 3 4 5

Kb Kb
50

19

12 12

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

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

Todo esto permite concluir que los protoplastos obtenidos son
aptos para la extraccion de ADN y éste es asequible a las enzimas de
restriccion. Esto podria en el futuro servir para armar bancos genémicos
de P. rhodozyma.

Para caracterizar en forma preliminar las bandas no
correspondientes a ADN cromosomal, se traté a la muestra N°5 (Foto 5)
con solucién 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 alté fuerza

i6bnica, CINa 0,3 M (60 min, 37°C, calle 6).
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Calles 1 2 3 4 5 6 7

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 4 digerido con Hindlll.

De los resultados obtenidos se pudo inferir que dicho patrén de
bandas indicaria la presencia de moléculas en particular y no de artefactos
de la técnica, ya que se repitidé 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 RNA de doble cadena. En este caso el andlisis preliminar indicaria que
dichas bandas no corresponden a ARN ya que las mismas resisten a los
tratamientos con RNAsa aun en condiciones desnaturalizantes. Por el
contrario serian moléculas de ADN episémico, pequeino y probablemente

circular, caracteristico de plasmidos.
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V. Obtencion de mutantes de Phaffia rhodozyma

Cuando se pretende estudiar los genes de una via biosintética es
practicamente obligatorio disponer de mutantes que presenten alguna
clase de interrupcién en el camino a estudiar. Por lo tanto se plane6
mutagenizar a P. rhodozyma en busca de mutantes de color, es decir
células posiblemente defectivas en la sintesis de astaxantina.

Primero se hizo una curva de sobrevivencia siguiendo el protocolo
propuesto y tomando muestras a intervalos de 10 min.. Las mismas se
plagueaban y luego se contaban las colonias que aparecian, relativizando
con el nimero de colonias en muestras donde el tiosulfato se agregé
antes que el agente mutagénico (tiempo O, 100%). De este modo se
determiné que ya a los 30’ de incubacién con MNNG se logra un 90% de
mortalidad, por lo cual, en posteriores pruebas, se incubd en ese lapso de
tiempo.

Como resultado se obtuvieron diversos mutantes de color, los
cuales fueron caracterizados por su produccidén de pigmentos y estabilidad
de la mutacién. Para esto ultimo se hicieron sucesivos repiques
verificando asi 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 colb-7, aparentemente tendrian una mutacién

posterior a la sintesis de B-caroteno, acumulandose éste en las células y
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déndoles un fenotipo amarillento.

Otros mutantes, col3-2 y col3-4, cuyo fenotipo fue blanco, estarfan
mutados en pasos anteriores a Fitoeno, pero como crecen en medio
minimo (YNB-Glucosa), la mutacién seria posterior a Geranil-PP necesario
para las células.

La mutante col1-5 (salmén oscuro) presenta los 3 intermediarios
inmediatos de astaxantina, pero la banda correspondiente a astaxantina
es muy débil con respecto a P. rhodozyma tipo salvaje. Esto podria indicar
una mutacién no total en el dltimo paso de la sintesis de astaxantina.

Todos los mutantes presentaron una remarcable estabilidad del

color a través de sucesivos subcultivos; ademas dichos fenotipos de color

nunca aparecieron espontaneamente. (Foto 6)

FOTO 6: Mutantes de Phaffia rhodozyma, de izquierda a derecha: col3-4, col5-7 y Phaffia

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

Cuando se estudia la producién de algin metobolito microbiano
cuya sintesis no es comun, surge la pregunta: jpor qué lo produce?.

Este es el caso de la sintesis de astaxantina por Phaffia rhodozyma.
Para tratar de explicar algunos aspectos de ese metabolismo, se estudi6
cémo reacciona P. rhodozyma ante el estrés oxidativo.

La presencia de un generador de radicales anién superéxido (O,) en el
medio de cultivo, como duroquinona, induce la acumulacién de
carotenoides en P. rhodozyma (Schroeder, W.A.; 1993). En estos
estudios se utiliz6 una mezcla generadora de radicales libres (H,0, +
Fe?*) en cultivos continuos de P. rhodozyma y mutantes derivados.

Cuando se adicioné

) ey
omM H,0, al medio de cultivo en
I1mM | bm

concentraciones menores a
01 mM

‘ 1mM, se observé un
0.01mM
omm | °°""°‘_’ﬁ incremento de carotenoides
20 [o] 20

.40
diferencias respecto al control (%) con respecto al control \ &

2 . 2¢ . 2e .
JconFe? M. Fo2a50 M DO+ Fe**500 uM con concentraciones

Fig. 18
mayores el efecto fue el
inverso. Se agregé ademas Fe?* y se mantuvo el mismo patrén, pero a
partir de concentraciones 1TmM de H,0, (Fig 18).
El H,0, junto al Fe?* producen radicales hidroxilos (HO"), altamente

reactivos segun la reaccién de Fenton (Halliwell, B.; 1989): Fe?* + H,0,

- 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 volimenes de una solucién de H,0, +
Fe2*. Al realizarse barridos espectrales de las muestras se vio claramente
que descienden los maximos correspondientes a los carotenoides y que
surge un pico de probables productos de degradacién. Este efecto se
acentua con mayores
volumenes de la
solucién de H,0, +
Fe?*, fig 19. Por
cromatografia en

placa delgada se

300 350 400 460 500 660 600
verificé la Longitud de onda (nm)
— control === 50 u H,0,*Fe?" 100 w H,O;Fe"
disminucién de los Fig. 19

carotenoides, incluso
de astaxantina. Al incubar con H,0, y Fe?* por separado no se observé
dicho patrén.

Para ver si los espectros de absorcién podrfan dar informacion de lo
que estaria ocurriendo intracelularmente en P. rhodozyma, se realiz6 un

pulso de H,0, 50mM + Fe?* 100uM (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, TO:prepulso; T1:40°; T2:180' y T3:24 h. En la
figura 20 se muestran los espectros de extractos en acetona. Si

comparamos las

figuras 18 y 19 se

ADs.
1 -
o8l observa que el
0.6 N patrén de
0.4f f o ) .
degradacién
02 | v T et RN
0 - - . LS . observado in-vitro se
300 350 400 460 500 650 800
Longitud de onda (nm .
gt (nm) repite entre TO y T1.
— T-0 ===T-| T-2
Temp:22°C 0.0.50% pH:4.6 T2 serfa similara T1,
Fig. 20

y a T3 el cultivo ya
estarfa recuperandose del estrés oxidativo. Esto significarfa que en
respuesta a la degradacion de los carotenoides, provocada por la
presencia de radicales libres, se inducirfa la sintesis de los mismos
obedeciendo a algin mecanismo de control.

Como se describié en la introduccién, este género de levadura
siempre fue aislado de ambientes frlos. Esta descripto que en medios
ambientes extremos, se acentla la aparicién de radicales libres. Pensando
en ello se cultivé a P. rhodozyma durante 4 dlas 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 incubacién en frio (TO), a los 4
dfas (T1) y a los 8 dias de incubacién a 4°C (T2), fig 21. A T1 se observé

la acumulacién de productos de degradacién, pero no una disminucién de
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carotenoides con respecto a TO. Esto indicarfa una activa sintesis de
carotenoides a medida que se degradan. A T2 desciende el nivel de
productos de degradacién, lo cual indicarfa que los mismos no se

acumulan. Este

fen6meno podria ser 0.4 108

correlacionado con lo oal

observado en o2f

presencia de 01}

radicales libres y la 0 . R " ,
300 360 400 460 600 660 600

Longitud de onda (nm)

ausencia aparente de
— 10 =—T T2

degradacién a T2 Fig. 21

podria deberse a una
deplecién 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
realizé el mismo procedimiento con los mutantes col3-4 y col5-7, cuya
obtencién se explicd en la seccién V de Resultados. A TO, ambos
mutantes presentaron su normal carateristica (col3-4 no produjo
carotenoides y colb-7 produjo B-caroteno). A T1, col5-7 también presenté
acumulacién de productos de degradacién que desaparecieron a T2 (Fig
22). Este mutante difiere de P. rhodozyma debido a que la concentracién
de B-caroteno aumenté aproximadamente 2,7 veces, manteniéndose
constante en T2. Esto denotarfa cierto grado de desregulacién en la

sintesis de carotenoides.
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Respecto al
comportamiento de col3-4,
a T1 se observd la
acumulacion de

carotenoides y degradacion

o 1 1 L 1
400 460 500

Longitud de onda (nm)

- T70 =T T2

Fig. 22

660 800

de los mismos. En este

caso la velocidad de

sintesis es mucho menor

que en los otros dos casos debido a que la concentracién es bajay a T2

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

Segun ADS.

0.26r
Johnson, E.A. ozl
(1991) podria haber 0.18} l
dos vias para la o1}

Q.06
biosintesis de — I ‘

. 300 350 400 450 500 660 6800
astaxantina. Esto Longitud de onda (nm)
Flg.23 70 =T T2

explicaria el

comportamiento del

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

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

astaxantina sin acumular B-caroteno.
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En muchos
casos y
) Acetii-CoA
especialmente en l
Estres oxidstivo
Mevalénico Inguccion?
hongos, existe en la
Neurosporeno
biosintesis de RB- Col 3-4 ———= i
Licopeno 8-zeacaroteno
caroteno, una l Regulacion?
|
i 8-caroteno ]
regulacién por Col 5-7 _l. |
ASTAXANTINA ASTAXANTINA

retroalimentacion | 1

negativa (feedback Fig. 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 aqul serfa astaxantina el
producto final que ejercerfia el control. En el caso de no producirse ésta,
como en la mutante colb-7, se induce el aumento de la carotenogénesis
bajo estrés, y se incrementa la concentracién 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, actuarfa como

inductor de la via alternativa o de ambos caminos metabdlicos, 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 dilucién (D=0,08 y D=0,14 h', correspondientes al 40 y

70% de 1a Deanear fig 25),

encontramos que a la

Abs.
T menor D no se encuentra
08
o6l acumulacién de productos
04 .
) de degradacién, pero sf a la
0.2
0 . . : . ) mayor velocidad, cayendo
300 350 400 460 600 660 800
Longitud de onda (nm) . .
al mismo tiempo la
— D=0.14h" ' == D.0.08h""
Temp:22°C 0.D.50% pH:4.5 concentracién de

Fig.

25 )
carotenoides totales. Por lo

tanto, se puede pensar que a una mayor velocidad de crecimiento de la
poblacién, la velocidad de degradacién aumenta aunque sin superar a la
de sintesis.

Hasta ahora dijimos que la sintesis de carotenoides en P.
rhodozyma podrfa ayudar a este género a defenderse de la generacién
exdégena y/o enddégena de radicales libres, principalmente recordando el
nicho ecolégico en que habita. Pero jés esto real?. Todos los
experimentos hasta aquf 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 realizé un cultivo continuo mixto, con la cepa salvaje de

coleccién de P. rhodozyma y los mutantes col3-4 y col5-7. Estos ultimos
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s6lo serfan deficientes en la sintesis de carotenoides pero no en su
crecimiento normal, teniendo velocidades de crecimiento méximas iguales
a la cepa salvaje.

Se sembré el fermentador al 20% con una mezcla, partes iguales
en numero de células, de cultivos en fase logaritmica de cadacepa.

En base a los resultados expuestos en la seccioén IX, se utilizé una
velocidad de dilucién de 0,1 h', ya que a dicha velocidad no sélo el
crecimiento es bastante rapido, favoreciendo la velocidad de respuesta de
los microorganismos, sino que también se asegura que la acumulacién de
carotenoides en las células sea alto.

Cuando el cultivo llegé a un estado estacionario, se determiné la
proporcién 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 determiné que la
proporcién se mantenia constante, se realiz6 un pulso de H,0, 50mM +
Fe?* 100uM (las concentraciones corresponden al fermentador) y se
siguid la evolucién 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 descendi6 la concentracién
porcentual (en base a las concentraciones iniciales) de cada cepa a los
distintos tiempos. De la misma surge que la concentracién de las tres
cepas cae a lo largo del tiempo, pero mientras col5-7 y la cepa salvaje se
mantienen practicamente invariables a T1, col3-4 sufre una significativa
caida en su concentracion.

Para analizar los resultados, se parte de la hip6tesis que luego del
pulso todas las células quedan inhibidas en su capacidad de dividirse,
manteniéndose morfolégicamente intactas. Esto permite calcular cémo

descenderia la concentracién celular por el Gnico efecto de la velocidad de



dilucién. Para ello se utilizé la siguiente férmula:
- t
’\/t = % e( 4

Siendo X,: concentracién celular al tiempo t [cel/ml]
X,: concentracién celular a TO [cel/ml]
t: tiempo [h]
D: velocidad de dilucién [h]
Por recuento en placa se calculé la concentracién total a TO y luego
la calda de

concentracion

x10 "cels/mi
5¢

tedrica.
Comparando la

concentracion total

calculada por

plaqueoalos 0 5 0 15 20 25 30 36 40 45 60

Tlempo (h)
distintos tiempos + contéo — Teorie
Fig. 27
(T;) con la

concentracién teérica, se puede ver que las caldas de ambas curvas son
similares (Fig 27).

Cuando se realizaron los mismos célculos, pero para cada cepa
individualmente; se observa que a T1 no cae la concentracién tanto para
col5-7 como para la cepa salvaje (figs 28 y 29), pero desde T2 la caldas

son similares a las respectivas tedricas.
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Al analizar a col3-4, podemos ver que a diferencia de las otras
cepas, a T1 la concentracién cae considerablemente (36 %, Fig 30). Esto
s6lo serfa explicable por pérdida total de la capacidad de dividirse, ya que
la calda es significativamente mayor a la esperada, s6lo por lavado (cae
un 30 % mas). Luego se calculé como seria el descenso considerando la
concentracién a T1 como inicial, pudiéndose ver que responde a la
funcién de lavado.

Concluyendo,

céls/mi 10"
1.4 1
se destaca que la 1.2
1 -
presencia de la 081
. 0.6
solucién generadora
0.4 4
de radicales libres 027
0 T T Q T T T -
. . . e 0 10 20 30 40 60 60
inhibe el crecimiento Tlempo (h)
— Teorial O Contéo —Teoriall
de P. rhodozyma y a Fig. 30

un mutante
relacionado (col5-7) que acumula B-caroteno. A diferencia, un mutante

que no acumula carotenoides (col3-4), no sélo se ve inhibido en su
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crecimiento sino que mas de 1/3 de su poblacién se ve afectada
letalmente.

Esta aparente proteccién brindada por la acumulacién de
carotenoides, podrfa explicar c6mo se fij6 y se mantiene en |la naturaleza
un genotipo que acumula carotenoides. Asl mismo un mutante blanco,
tendrfa una baja probabilidad de fijarse en ecosistemas donde la

concentracidn de radicales libres sea alta.
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CONTROL COMPUTARIZADO DE LA PRODUCCION DE ASTAXANTINA

VII. Medicién del crecimiento en el fermentador

El crecimiento celular es una de las variables més importantes a
tener en cuenta en los procesos fermentativos. Los métodos disponibles
para determinarlo implican la toma de muestra y posterior anélisis
(densidad 6ptica, peso seco, etc.), o la estimacién a través de otras
variables como por ejemplo el consumo de oxigeno (Riedel, K.; 1988b),
variacion del pH (Allison, S.M.; 1993), etc.

El PROIMI-2 (Castro, G.; 1992) fue disenado para medir la
concentracion celular dentro del fermentador en cultivos bacterianos.
Cuando se quizo medir el crecimiento de levaduras se saturaba el
sistema, debido al mayor tamano celular y para adaptarlo se desarrollé un

nuevo sensor (sensor-ll), manteniéndose el resto del equipo en su disefio

original (Foto 7).

FOTO 7: PROIMI 2 - Sensor I
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En la figura 31 se detalla la arquitectura del sensor-Il, El mismo

posee dos caracteristicas principales:

al fermentador <——

sefial al Proimi || < 22 Q

del fermentador —. ﬁﬁ
N ——

@D Bomba peristaltica
B Fotodiodo receptor

Figura 31 @ Lampara emisora

-Poder variar el paso de luz. Esto se logra variando la altura donde se
alinean la lampara y el fotodiodo receptor

-Un diseno que impide el crecimiento en las paredes del mismo. Esto
altimo se logra con un constante correr del medio a través del sensor,
posiblemente debido al efecto Venturi que se produce en la celda de
medicién.

La comparacién de curvas de crecimiento de S. cerevisiae, seguidas
por densidad 6ptica a 660nm medida en espectrofotémetro, y a través del
PROIMI 1l - sensor I, probé la eficacia del sensor-II.

De la comparacién con densidad éptica, como asl también con

biomasa como peso seco(g/l}, se calibré el sistema en base a una
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regresfon logaritmica.
Logly) = a + b x
siendo,
y: valor de densidad éptica a 660 nm o biomasa como peso seco
x: valor de crecimiento seguin PROIMI [l - sensor |l,

a: ordenada al origen
10

b: pendiente

La calibracién del £ ]

g
sensor se realiza para cada 9 ]
especie microbiana a utilizar,
1 H 1 v
considerando también el 5 crecimionto )
Fig. 32

medio en el cual va a crecer.
De este modo se calibré el sistema para Phaffia rhodozyma en el medio de
cultivo que se detalla en materiales y métodos. Con los valores de
densidad 6ptica a 660 nm y de peso seco de muestras tomadas a lo largo
de curvas de crecimiento, se realizé la regresion con respecto a los
valores del PROIMI |l 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 (u) variable importantisima para cualquier

sistema de control de procesos fermentativos.
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VIII. Programa de computacién para el control de fermentadores

Practicamente todos los fermentadores modernos poseen salidas
digitales, y de no ser asf, fermentadores de anterior generacién poseen
salidas analdgicas para registradores. En ambos casos, ya sea
directamente en el primero o a través de una tarjeta conversora analdgica-
digital en el segundo, se pueden conectar los fermentadores a
computadoras y asf almacenar los valores de las distintas variables (pH,
oxigeno disuelto, temperatura, agitacién, 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 algin 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 rlgidos, es decir, hacen y permiten hacer sélo tareas
va definidas, como por ej: leer el valor de pH y mantenerlo mediante la
activacion de bombas dentro de un valor prefijado. Pero si se pretende
agregar otros sensores 0 controlar otros equipos como bombas
peristélticas extras, ya no se pueden usar programas estandares. En la
actualidad han surgido programas comerciales con los cuales si se pueden
agregar varios sensores y controlar diversos equipos, pero aqufl el mayor
problema es el costo de los mismos, pues los precios ascienden a varios
miles de do6lares.

En base a lo expuesto se decidié desarrollar un programa que

cumpla con los requerimientos basicos para adquisicién de datos y control
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de fermentadores, y que al mismo tiempo sea facilmente modificable para
lograr versiones que cubran futuros requerimientos.

Asl se escribié BIOFER 1.0, el cual permite la adquisicién de datos,
presentandolos en la pantalla y almacenandolos en los archivos.

En cuanto a la presentacién en la pantalla, un operador
generalmente se interesa por tres puntos principales:
a- el valor actual de cada variable en medicién,
b- la tendencia actual o cambios de los valores de cada variable,
c- la historia total de la evolucién del proceso.

Para ello la pantalla de presentacion de BIOFER 1.0 se divide en
tres (fig 33), cada una satisface los puntos antes mencionados:
a- Aparecen en tabla los valores Fig. 33

de cada variable actualizados

cada 30 seg., pudiéndose ( :
cambiar el tiempo de muestreo. b

b- Se grafican los valores de

\ s __

cada variable obtenidos durante = B

la ultima hora del proceso.

Cada media hora, la mitad izquierda del gréfico desaparece y la mitad
derecha se corre a dicho lugar, dando lugar asf a la graficacién de la
préxima media hora del proceso (un valor cada tiempo de muestreo). De
esta manera se ve co6mo va evolucionando el sistema, teniendo en

pantalla como minimo la gréfica de la Gltima 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 fermentacion. En la
figura 34 se muestra un ejemplo de la pantalla durante un cultivo por lote

de Phaffia rhodozyma.

T=30, N=numero de variables

Variable I /
| =

Verificacion

Actualizacién valor en pantalla
y grafico temporal

no

tiempo >30

si

T=tiempo + 30
|

Fig. 35

Actualizacién gréfico total
y grabacién en disco rigido

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 lelda 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).



(X-L; )= X;=(X+Lg)

Si

X

=XT +Xi

Fig. 36

el BIOFER 1.0 se presentan en las figuras 37 y 38. Dichas curvas son

87

Ejemplos de cultivos por lotes obtenidos utilizdndose el PROIMI Il y

resultados de estudios realizados con Saccharomyces cerevisiae (fig. 37)

y con Zymmomonas mobilis (fig. 38).
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Posteriormente fue

necesario mejorar el
Saccharomyces cerevisiae

programa adecuandolo 100 8
. . Crecimiento
para cultivos continuos.
o ¢
E
Con este fin, se §_
. pH
g z
o
desarrollaron las 1 4
subrutinas, que agregadas
01 3 [ [ I R R
al BIOFER 1.0, controlan fi 37 Tempo ()
g.

el comienzo del cultivo

continuo y mediante una

senal sonora indican el tiempo en que se alcanza el estado estacionario.
De esta manera, quedé definido el programa como BIOFER 2.0.

Con los datos del PROIMI
Il el programa registra el

crecimiento exponencial del

Zymomonas mobilis
104 []
Crecimlento cultivo y hace entrar en

55 N o
funcionamiento la bomba de

pH
*x alimentacién a una velocidad

D.0. (560 nm)

45 determinada, a fin de obtener la

velocidad de diluci6én (D)

" 3 [ Tz % 18 a2
Tiempo ()

Fig. 38 deseada por el operador, esto se
calibra segun la bomba
peristaltica y mangueras

utilizadas. Luego de transcurridos 3 a 4 tiempos de retencién, una
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una subrutina especifica establece si la densidad celular se mantiene
constante, verificando que la misma no varfe 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 dilucion se puede variar en
cualquier momento, y esto queda a criterio del operador.

Las variables como por ej., rango de variacién de la densidad
celular para determinar estado estacionario, tiempos de retencién; tiempo
de espera para dar la senal sonora y desde ya velocidades de retencién,
son valores que estan a disposicion del operador para definirlos segun el
sistema a estudiar.

En funcion de las necesidades de estudio con P. rhodozyma y para
demostrar la versatilidad de BIOFER, se desarrollaron nuevas subrutinas
que, agregadas a la versidn anterior, permitieron realizar cultivos por lote
alimentado totalmente automatizados dando origen a BIOFER 3.0, dltima
versién escrita.

La novel subrutina de BIOFER 3.0 calcula la velocidad especifica de
crecimiento (u). Primero se deben calibrar los valores del PROIMI Il en
base a, por ejemplo, densidad dptica, como se explicé en la seccién VI

de Resultados.
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Con los valores de densidad 6ptica calculados el programa va
realizando la regresidén 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 6ptica
y lo agrega como ultimo valor del grupo, descarta el primer valor y calcula
la nueva pendiente. Para determinar la cantidad de puntos 6ptimos 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 célculos de i con diferentes cantidades de valores (desde 30
hasta 300, de a 10
puntos) (fig. 39). Se
concluyé que 200

puntos dan valores

Fig. 3191h Calculo de 4 a ditintos intervalos
de 4 que no oscilan a 02 02
- 0.16 0.16
causa de pequefias 30 puntos 100 puntos
0.12 0.12
diferencias, como 006 008
ocurre con grupos 0.04 ]\ 0.04
. . 0 v A J H 0 ] Moo
menores, ni pierde
7 5 8 01z W T 7§ 8 102w
sensibilidad, como Tiempo ()

ocurre con grupos de
mayor numeros de
valores.
200 puntos representan 200 muestras realizadas cada 30", se

abarca asf un lapso de 1,66 horas, tiempo que se considera
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representativo para reflejar cambios en la velocidad especifica de
crecimiento de P. rhodozyma (t,=3.46 h''). Cabe aclarar que el lapso a
cubrir puede variarse sin dificultad de programacién.

De esta manera se puede calcular el valor de y 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
peristaltica que aporta el medio de cultivo en la fase de lote alimentado.
Esto se llevé a cabo conectando una bomba peristaltica (Watson-Marlow
MHRE-7) a una salida analdgica de la tarjeta conversora AD/DA, en forma
tal que la velocidad sea controlada mediante el nivel de voltaje de la seiial
programada.

La velocidad de alimentacidn teérica se determina a lo largo del

tiempo segun la siguiente férmula: (Shioya, S.; 1992)

F= #d% % eﬂdf

Yas S

U4 velocidad especifica de crecimiento requerida (h'"

X,: biomasa al comenzar la alimentacién [g/I]

V,: volumen de trabajo al comenzar la alimentacion [l]

Y,.: rendimiento global de sustrato en células [g/g]

S: concentracién de sustrato limitante en la alimentacion  [g/l]

t: tiempo desde el comienzo de la alimentacién [h]

Con una estrategia de esta naturaleza se corre el riesgo de que si por
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cualquier razén el cultivo deja de responder como se supone, el sistema
completo quede fuera de control, lo cual podria llegar a significar la
pérdida del proceso. Para evitar dichos desvios se agregd a la férmula un
término de regulacién que incluye la desviacion de la y real con la y

preestablecida. La velocidad de la bomba peristaltica queda definida por:

Bomba=a+ Fb+ ((uy- u) 1000)

a, b: coeficientes de calibracion de la velocidad de alimentacién con
velocidad de la bomba.

4,: velocidad especifica de crecimiento calculada al tiempo th-"].
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lll. Cultivo de Phaffia rhodozyma

En cultivos por lote de P. rhodozyma, la formacion de astaxantina
esta 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 acumulacién de
astaxantina continua.

La disponibilidad de fuente de carbono es esencial para la sintesis
de carotenoides, ya que células resuspendidas en solucién amortiguadora
carente de alguna fuente de carbono, no incrementan su contenido de
pigmento, pero sf lo hacen al adicionarse una fuente de carbono o en
medio de fermentacién ya agotado. Probablente un cultivo en crecimiento
de P. rhodozyma excrete intermediarios carbonados del catabolismo de la
glucosa, como ser etanol, a4cido acético o algun intermediario del ciclo de
Krebs; el cual seria luego reasimilado y asl continuar la carotenogénesis
(Johnson, E; 1991).

A medida que se aumenta la concentracién inicial de glucosa en el
medio de cultivo, disminuye la velocidad especifica de crecimiento como

asfi también el rendimiento en biomasa,

Tabla Ill.

GLUCOSA (g/l) Yoo thl ) Y..l9/g)
3.0 0.11 0,91
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 UCD 67-210 (Johnson,E.A.; 1979). En
todos estos casos al igual que en este trabajo la calda de rendimiento
también involucra la sintesis de carotenoides, disminuyendo la
acumulacion de los mismos.

En cultivos continuos se observé que a bajas velocidades de
dilucion (D) el rendimiento en biomasa (Y,,), es alto como en el caso de

lotes con baja concentracién inicial

29 ug’e .. de glucosa; pero a altas D el
g A
2.6 ] %)’0 . . .
7% 2% o 200 . .
A %:.: Z:’: 7 P rendimiento cae (fig. 40); este
H RIS g
Lsf %’: %{o} Z:o:. % Z mismo comportamiento se observa
R % % 7 7 100
1N <IN < s !
os %»:c Zb}j %301 %to: -50 en cepas de Saccharomyces
T [N N [ X
L R W 2 R,
0.06 0.08 0.10 0.12 0.14 cerevisiae (fig. 41).
D (h)
@ Giucoss (9/))  EZBBiomess (9/) (X Cer Tot. (ug/g col)
Fig. 40 o/l

En altas concentraciones de +

azucares fermentables, S.

ki

08 0.40

cerevisiae utiliza mayormente la D (h")

piomass W8 Glucoss [ Xderanoi

. . . Fig. 41
glucdlisis fermentativamente para

la obtencién de ATP, ain en presencia de O,. El etanol producido en este
proceso fermentativo difunde rapidamente a través de la membrana
citoplasmatica y no es oxidado mientras exista azucar remanente.

Cuando la glucosa se limita a menos de 50-130 mg I
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(dependiendo de la cepa), el metabolismo de S. cerevisiae es
completamente respiratorio, lograndose una eficiente conversién de la
fuente de carbono en biomasa celular (alrededor de 0,5 g de biomasa por
gramo de glucosa consumida). El coeficiente respiratorio (producciéon de
CO, / consumo de O,) 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 I
el metabolismo cambia de respiratorio a fermento-respiratorio; dicho
cambio podria deberse a un efecto de represién por glucosa segun Polakis
(Kédppeli, O.; 1986) o por una capacidad limitada del camino respiratorio,

saturdndose el mismo y causando que el pirdvico restante se convierta en

A GLUCOSA B GLUCOSA
PIRUVATO PIRUVATO
[o] F (o] F
X E b'e E
| R I R
D M [»} M
A E A E
T N T N
| T ] T
v A Vv A
(o] T [e) T
| |
5 SN CG, T‘f 0 N
ETANOL ' ETANOL

Fig. 42 A. Modelo de represion 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 s6lo 2 por mol de glucosa oxidada. En
dichos cultivo aerébicos con alta concentracién de glucosa, sélo el 3-5%
de la misma es metabolizado respiratoriamente, el resto es
fermentado.(Lagunas, R.; 1982)

Este fen6meno es también denominado efecto Crabtree, por
analogia a las observaciones realizadas por H.G. Crabtree (1929), donde
células tumorales en condiciones aerdbicas presentaban una velocidad de
la via glicolitica superior a la velocidad de la via respiratoria. (Kappeli, O.,
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 concentracién y se incrementa la
actividad de la enzima etanol deshidrogenasa, sugiriendo que el etanol es
convertido a acetoaldehido y posiblemente a acetil-CoA. (Johnson, E.A.,
1992)

Esto indicaria que el fenémeno de metabolismo respiro-fermentativo
estaria presente en P. rhodozyma. Para demostrarlo se estudio el
comportamiento de un cultivo continuo de P. rhodozyma ante un pulso de

glucosa.
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Cuando a un cultivo
continuo de S. cerevisiae en

estado estacionario,

430 . .
=% creciendo a una velocidad

° de dilucién en la cual el

metabolismo de la glucosa es

Fig. 43

1 L e 1 1 1 1 15

; 1 2 3 4 5 6 respiratorio (D=0,15 h™',

pulso Tiempo (h)

—— Glucosa —+ Etanol —6-D.. fig. 41), se la agrega una
cantidad de glucosa tal que

aumente considerablemente su concentracidn, diluyendo lo menos posible
el cultivo (pulso de glucosa), el metabolismo cambia a respiro-
fermentativo (fig. 43). Como consecuencia del pulso (20 g I'' en el
fermentador) se observa la aparicién de etanol {10 g I'' maximo 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 4, Biomasa (8/) ,¢
comienza a 40
metabolizarse el

etanol.
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pulso de glucosa a Fig. 44
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un cultivo continuo de P. rhodozyma, creciendo a una velocidad de
dilucion menor por sobre la cual el rendimiento en biomasa cae (fig. 44),
también aparece etanol, pero en menor concentracién (1,5 gl') y a
tiempos mayores (aproximadamente 24 h).

Segun 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 seria una
represion de las enzimas respiratorias, ya que los niveles de citocromos a,
b y ¢ se mantienen constantes por varias horas y la tasa de consumo de
O, no varia aun cuando se estd acumulando etanol. En este caso el
tiempo de respuesta es similar a S. cerevisiae (fig. 43), pero en
P.rhodozyma el tiempo es considerablemente mayor, lo que podria estar
reflejando un mecanismo de regulacién a nivel enzimético y no solamente
una capacidad respiratoria limitada, ademas considerando que P.
rhodozyma posee una via respiratoria alternativa, insensible a la
antimicina (bloquea al citocromo b) e inducida por la presencia de luz (An,
G.H., 1990).

Este cambio de metabolismo no sélo involucra a la oxidacion de la
glucosa, pues es de imaginar que si la via central del metabolismo celular
sufre cambios, el resto de las vias pueden sufrirlo también, y esto se ve
reflejado en la sintesis de carotenoides. En la figura 40, se puede observar
qgue no sélo cae el rendimiento en biomasa sino también en carotenoides
totales al aumentar la velocidad de dilucién por sobre 0,10 h', de 231
ug/g aD=0.08 h'' hasta 76 yg/g a D=0.14 h™"- También se ve que como
consecuencia del pulso de glucosa (fig. 44), la concentracién de

carotenoides totales cae hasta un 50%, recuperdndose cuando la glucosa
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en exceso se termina.

La produccién de astaxantina mediante cultivo continuo no seria
econémicamente viable, debido a la baja y,,,,, 0.20 h”', medido en
fermentador por método de lavado (Pirt, S.J.; 1960), la caida en
concentracién de carotenoides a velocidades de dilucién de 0,12 h™ o
mayores, el efecto negativo de la glucosa y la velocidad de crecimiento
sobre la produccién de astaxantina y los prolongados tiempos de
crecimiento y acumulacién de carotenoides (5 dfas). Por lo dicho el cultivo
por lote alimentado es el mas 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 aumentédndose asf 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 alimentacién (Fig 45), y por lote

alimentado regulando la velocidad especifica de crecimiento en 0.05 h’

(Fig 46) y en 0.10 h™' (Fig 47).

FOTO 8: Fermentador LH 502D conectado a una computadora AT-386 y corriendo Biofer 3.0.
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Cuando se calcula la concentracién de carotenoides totales en los

tres casos,
Tabla IV
Descripcién Car. Tot. (ug/l)
LOTE 375,10
| LOTE ALIMENTADO - 4:0,05 h’ 628,65
" LOTE ALIMENTADO - 4:0,10 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 especificas
determinadas, logrdndose de este modo evitar el efecto de la glucosa y la
velocidad de crecimiento en Phaffia rhodozyma y aumentar asf la

produccién de carotenoides totales.
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CONCLUSIONES

Se logré obtener esferoplastos y protoplastos a partir de cultivos de
Phaffia rhodozyma, los cuales demostraron ser 6ptimos para realizar

experimentos de fusién de protoplastos.

Se logré el pasaje de informacién genética intergenérica entre Phaffia
rhodozyma y Crytococcus laurenti, como asl también entre grupos
distintos como lo son Phaffia rhodozyma (tipo basidiomicete) y

Saccharomyces cerevisiae (ascomicete).

Se aislaron plasmidos indigenas de Phaffia rhodozyma, los cuales
posibilitardn en un futuro crear vectores hibridos de clonado en P.
rhodozyma, y asi tener herramientas fundamentales para estudios
moleculares de la biosintesis de carotenoides en dicha especie de

levadura.

Por primera vez se logré obtener un cariotipo de Phaffia rhodozyma a
través de la separacién de cromosomas por medio de electroforesis de

campo invertido.

Se determind, en principio, que la presencia de carotenoides en Phaffia

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 computacién en BASIC que adquiere datos desde el
fermentador y controla su funcionamiento, determinando las condiciones
de cultivo por lote alimentado automatizado. Este sistema permitié
aumentar al doble la produccién de carotenoides por Phaffia rhodozyma,
ya que controla el suministro de glucosa al sistema, evitando asf el efecto
negativo que ésta genera sobre el crecimiento de Phaffia rhodozyma y su

produccidn de carotenoides.
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Abreviaturas y simbolos

Simbolo
D

D

crit

”max

Descripcién

Velocidad de dilucién
Velocidad de dilucién critica
Flujo de alimentacién
Volumen de trabajo
Concentracién de sustrato en
el fermentador
Concentracién de sustrato en

la alimentacidn

Concentracién de biomasa
Velocidad especifica de crecimiento
Velocidad especifica maxima de
crecimiento

Velocidad especifica de muerte
Productividad en biomasa
Rendimiento de biomasa referido

al sustrato

Tiempo

Unidades
h-1

h-1

I.h?!

I"

|-1

g.

g.l’

h-1
h-1

g.l".h?

g bm. g sus™

h
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Descripcién

Célula

Célula osméticamente fragil
Figura

Revoluciones por minuto

N-metil-N(-nitro-N-nitrosoguanidina
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APENDICE il

Programa BIOFER 3.0

([ E XA XX R A X EE R A AR RARERE R R AR E R RS R R R AR E R RS AR AN AN XN R XS 2 RJ

¢ BIOFER 3.0 *

[ E XXX EEEEREREEREREEREREREERRERRRRRRRRRRRRRERRR R R AR RR R R R AR R R R X X B B X X J

DIM d%(5), sul{6, 500), sc%{10000), MEN1%(11000), setpt{10), set{10), pe!(3, 50)

DIM VALUE(10), VALUES$(10), OPRPT$(10), OPRPT(10), LOOP$(10), cal%(40, 2)

DECLARE SUB calibra (mcal%{), mma, mmb)

DECLARE SUB dattemp (md1!, msetpt{))

DECLARE SUB moldetemp (md1})

DECLARE SUB moldeacum (md1l)

DECLARE SUB quit {mbu, mvu, usul{), mn$)

DECLARE SUB converter (02d!, md%/(), ms1!, mdi!, o1d!, t2e!l, p2h!, d2o!, t3e!, p3h!, d30!)
DECLARE SUB presentacion {mcal%{), mdi!, ms1], mn$, msetpt{), mrc, mga, met, mhp, mxo,
mun, ma, mb, mCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)

DECLARE SUB menu (mens1%(), mVALUE(), do4!, msetpt(), mset(}, mme)

DECLARE SUB newbrun (mMS$, mRAS$, mrc$, mRD$, mrb$, msetpt{), mLOOPS$(), mVALUES(),
mOPRPT$(), mVALUE())

DECLARE SUB varigraf {(mrcm, mgam, metm, mhpm, mxom, munm)

DECLARE SUB colograf (mmCC, mmCP, mmCD, mmCA, mmCT, mmCN)

SCREEN 0, 0, 0: KEY OFF: CLS

‘PROGRAMACION DE TECLAS FUNCION
KEY(1) ON

KEY(3) ON

KEY(6) ON

KEY(7) ON

KEY(9) ON

KEY(10) ON

ON KEY(1) 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 sialarma

‘ARMA PANTALLA DE PRESENTACION Y DATOS INICIALES
CALL presentacion{cal%(), di!, s1l, N$, setptl(), rc, ga, et, hp, xo, un, a, b, CC, CP, CD, CA, CT,
CN)

tte! = setpt{2)
pph! = setpt{4)
ddo! = setpt(3)

mu! = setpt{6)
‘MARCA INICIO COORDENADA Y DE GRAFICO TEMPORAL

‘a¥1 = setpt{1) * .28 ‘u

eY1 = setpt(2) * 2.8 ‘temperatura
xY1 = setpt(3) * 2.8 ‘oxigeno disuelto
hY1 = setpt(4) * 28 ‘pH

‘u¥1 = setpt(b) * 2.8 ‘Pend.pH

d1! = s1!'dil - s1! ‘crecimiento
‘d1l = a + (b * d1})

IFd1! = 0 THEN cY1 = 0: GOTO 50
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IFd1! < .1 THEN ESC = 1: GOTO 10: ELSE ESC = 2: GOTO 20

10 cY1 = LOG(d1! * 100) * .4343 * 93

GOTO 50

20 IF d1! < 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

aYY1l = (setpt{1) * .1) + 180 ‘u

eYY1 = setpt(2) + 180 ‘temperatura
xYY1 = setpt(3) + 180 ‘oxigeno disuelto
hYY1 = (setpt{4) * 10) + 180 ‘pH

uYY1 = setpt(5) + 180 'Pend.pH

IF d1! = O THEN cYY1 = 180: GOTO 100 ‘crecimiento

IF d1! < .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 XX1 = 350 'MARCA INICIO COORDENADA X DE GRAFICO TOTAL

CLS : SCREEN 3
WINDOW (-70, -35)-(570, 315)

— MOLDE GRAFICO TOTAL-----nnnu

CALL dattempid1!, setpt())
px = 0:py = 0:pz = 0: pimx = 0: pImy = 0: pIlmz = 0 ’Variables pendientes

pub = O:pup = 0: pdb = 0 'Variables pendientes
bomba = 132 ‘valor salida a bomba peristéltica

bs =0 ‘indica que la bomba estd apagada

ala = 1 'Activa alarma

LOCATE 1, 55: PRINT "sal-NO"
LOCATE 2, 55: PRINT "ala-S!”

L=20
vu = 0: blu = 30: b2u = 120 'CUENTA VUELTAS

FORi = 1 TO 30

pel(1,i) = (-450 + (i * 15)) / 3600
pel(2,i) = LOG(d1!) / LOG(10)
pel{3, i) = pph!

NEXT i

FORi =1T0 30

px = px + pel(1,i)

py = py + pe!(2, i)

pz = pz + pel(3, i)
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NEXT i

pImx = px/ 30
pilmy = py /30
pimz = pz /30

FORi = 1TO 30

pub = pub + {((pe!(1,i) - pImx) * {pel{2, i) - p1my))
pup = pup + ((pel(1, i} - pImx) * (pel(3, i) - p1mz))
pdb = pdb + ({pel(1, i) - pImx) * 2)

NEXT i

a¥Y1 = ((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 TIMER(30) GOSUB rato ‘ACTUALIZA MINUTOS PARA GRAFICAR
02! = sil

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-SI": SOUND 2000, 5:
SOUND 500, 5: OUT &H360 + 16, bomba
GOTO 200

rato:

LOCATE 1, 35: PRINT "Conversién"

LOCATE 16, 64: PRINT USING "##:##:.##"; VALIMIDS$(TIMES, 1, 2)) + h;
VAL(MID$(TIMES, 4, 2)); VALIMID$(TIMES, 7, 2));

tiempo = TIMER

CALL converter(o2!, d%(), s1!, dil, od!, ttel, pph!, ddol, te!, ph!, do1!)

tte! = tel
pph! = ph!
ddo! = dot!
st! = od!
su!l(0, vu) = tiempo / 3600
sul{1, vu) = od! ‘a + (b * od!)
‘sul{2, vu) = VALUE(1)
sul(3, vu) = phl
sul{4, vu) = do1l
sul(5, vu) = te!
‘sul{6, vu} = VALUE(5)
pel(1, 31) = sul(0, vu)
pe!{2, 31) = LOG(od!) / LOG(10)
pel(3, 31} = ph!
FORi = 0TO 30
pel{1,i) = pel(1,i + 1)
pe!{2,i) = pel{2,i + 1)

pel(3, 1) = pel(3, 1 + 1)
NEXT i



px - pel{1, 0} + pe!(1, 30)
py - pe!(2, 0) + pe!({2, 30)
pz - pe!(3, 0) + pe!(3, 30)

px
PY
pz

px /30
py /30
pz / 30

p2mx
p2my
p2mz

pub = pub - ((pel{1, O) - p1mx) * (pel(2, O) - p1my)) + ((pel{1, 30) - p2Zmx) * (pel(2, 30) -

p2my))

pup = pup - ((pel(1, 0) - pImx) * (pel(3, 0) - pImz)) + ({pel(1, 30) - p2mx) * (pel(3, 30) -

p2mz))

pdb = pdb - {(pe!(1, 0} - pImx) “ 2} + ((pel{1, 30) - p2mx) * 2)

su!(2, vu) = pub / pdb

sul(6, vu) = pup / pdb

peph = su!{6, vu)

plmx = p2mx

pimy = p2my

pimz = p2mz

IF bs = 1 THEN bomba = bomba - {(su!{2, vu) - mu!) * sul(1, vu))

X2 =X1+ 2

IF ga = 0 THEN 250 ELSE
aY2 = (sul{2, vu) * 280) + 140
LINE (X1, aY1)-(X2, aY2), CA
aY1l = aY2

250 IF et = O THEN 260 ELSE
eY2 = sul(b, vu) * 2.8
LINE (X1, eY1)-{X2, eY2), CT
eY1l = eY2

260 IF hp = 0 THEN 270 ELSE
hY2 = su!(3, vu) * 28
LINE (X1, hY1)-{X2, hY2), CP
hY1 = hY2

270 IF xo = 0 THEN 280 ELSE
xY2 = sul{4, vu) * 2.8
LINE (X1, xY1)-(X2, xY2), CD
xY1 = xY2

280 IF un = O THEN 290 ELSE
uY2 = (su!(6, vu) * 280) + 140
LINE (X1, uY1)-(X2, uY2), CN
uY1 = uY2

290 IF rc = O THEN 390 ELSE

‘sul{1, vu) = a + (b * sul{1, vu))

IF su!{1, vu) <= 0 THEN cY2 = 0: GOTO 380
IF ESC = 1 THEN 300

IF ESC = 2 THEN 350

300 IF su!(1, vu) < .1 THEN 310 ELSE 320

110
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310 cY2 = LOG(su!(1, vu) * 100) * .4343 * 93
GOTO 380

320 IF su!(1, vu) < 1 THEN 330 ELSE 340

330 ¢cY2 = (LOG(su!(1, vu) * 10) * .4343 * 93) + 93
GOTO 380

340 cY2 = (LOG(sul(1, vu)) * .4343 * 93) + 186
GOTO 380

350 IF su!(1, vu) < 1 THEN 360 ELSE 370

360 cY2 = LOG(su!(1, vu) * 10) * .4343 * 140
GOTO 380

370 cY2 = (LOG(sul(1, vu)) * .4343 * 140) + 140

380 LINE (X1, cY1)-(X2, cY2), CC
cY1l = ¢cY2: X1 = X2

390 IFme = 1 THEN 3000
LOCATE 19, 57: PRINT USING " ##.##"; sul{1, vu); 'crecimiento
LOCATE 21, 57: PRINT USING " ##.##"; sull3, vu); 'pH
LOCATE 23, 57: PRINT USING " ###"; sull4, vu);  ‘Oxigeno dis
LOCATE 19, 72: PRINT USING "#.####"; sul(2, vu); ‘u
LOCATE 21, 73: PRINT USING " ##.#"; sul(b, vu); ‘temp
LOCATE 23, 72: PRINT USING "#.####"; sul(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 = (sul(2, {(vu- 1)) * 100) + 230
‘ LINE (XX1, aYY1)-(XX2, aYY2), CA

! aYY1 = aYY2

395 IF et = O THEN 396 ELSE
eYY2 = sul(5, (vu-1)) + 180
LINE (XX1, eYY1)-(XX2, eYY2), CT
eYY1l = eYY2

396 IF hp = O THEN 397 ELSE
hYY2 = (sul{3, (vu-1)) * 10) + 180
LINE (XX1, hYY1)-(XX2, hYY2), CP
hYY1 = hYY2

397 IF xo = O THEN 398 ELSE
xYY2 = sul{4, {(vu-1)) + 180
LINE (XX1, xYY1)-(XX2, xYY2), CD
xYY1 = xYY2

398 'IF un = O THEN 399 ELSE
* uYY2 = (sul(6, {vu- 1)) * 100) + 230
" LINE (XX1, uYY1)-(XX2, uYY2), CN
" uYY1 = uYY2
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399 IF rc = O THEN 490 ELSE
IF sul(1, (vu- 1)) <= 0THEN cYY2 = 180: GOTO 480
IF ESC = 1 THEN 400
IF ESC = 2 THEN 450
400 IF sul(1, (vu - 1)) < .1 THEN 410 ELSE 420
410 cYY2 = (LOG(su!(1, {vu - 1)) * 100) * .4343 * 33) + 180
GOTO 480
420 IF sul{1, (vu - 1)) < 1 THEN 430 ELSE 440
430 cYY2 = (LOG(sul{1, (vu- 1)) * 10) * .4343 * 33) + 213
GOTO 480
440 cYY2 = (LOG(sul{1, {(vu - 1))) * .4343 * 33) + 246
GOTO 480

450 [F su!(1, {(vu- 1)) < 1 THEN 460 ELSE 470
460 cYY2 = (LOG(sul{1, (vu-1)) * 10) * .4343 * 50) + 180
GOTO 480
470 cYY2 = (LOG(sul(1, (vu- 1)) * .4343 * 50) + 230
480 LINE (XX1, cYY1)-(XX2, cYY2), CC
cYY1 = cYY2: XX1 = XX2
490 blu =blu + 6
LOCATE 1, 35: PRINT "Listo "
RETURN

actualiza:
LOCATE 1, 35: PRINT "Actualiza "
LOCATE 1, 70: PRINT DATES;
OPEN N$ FOR APPEND AS #2
FORi =0TOwvu-1
PRINT #2, USING “"##.##R##"; sul(0, i);
PRINT #2, USING " ##.##"; sull1, i);
PRINT #2, USING " ##.#¥#4"; sull2, i);
PRINT #2, USING = ##.##"; sul(3, i);
PRINT #2, USING " ###"; sul(4, i);
PRINT #2, USING = ##.#"; sul(5, i);
PRINT #2, USING " ##.44¥%"; sullb, i)
NEXT i
CLOSE #2

FORL=0TO®6
FORN = 0 TO 250
sul(L, N} = 0
NEXT N
NEXT L

GET (121, 282)-{240, 0), sc%
PUT (121, 0), sc%, XOR
PUT {1, 0), sc%, PSET
X1 = 120: vu = 0: blu = 6: b2u = 60
IF TIMER > = 86399.9 THEN h = h + 24
LOCATE 1, 35: PRINT "Listo -
RETURN

menu:
CALL menu{MEN1%/(), VALUE{), s1!, setpt(), set(), me)



FORi = 1TO 10

setpt(i} = set(i)
NEXT i

tte! = setpt(2)
pph! = setpt(4)
ddo! = setpt(3)
s1! = setpt(b)
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 =0
LOCATE 2, 55: PRINT "ala-NO"
RETURN

sialarma:

‘Para reactivar la alarma

ala = 1

LOCATE 2, 55: PRINT "ala-SI"
RETURN

quit:
KEY{12) ON
KEY(13) ON
LOCATE 25, 5

PRINT "SEGURO QUIERE IRSE? si "; CHR$(26); : PRINT "NO"; : LS = O

ON KEY(12) GOSUB 6100
ON KEY(13) GOSUB 6200
6000 IF INKEY$ = CHR$(13) THEN 6300 ELSE 6000

6100 LOCATE 25, 26: PRINT "SI"; CHR$(27); : PRINT " no"; :
6200 LOCATE 25, 26: PRINT "si "; : PRINT CHRS(26); "NO"; :

6300 KEY(12) OFF: KEY(13) OFF

IFLS = 1 THEN
CALL quit(bu, vu, su!(), N$)
ELSE
LOCATE 25, 1: PRINT "
RETURN
END IF
prom:

s12! = 512!/ JD!

LS = 1: RETURN
LS = O: RETURN

IFs12! > = (s1!-.05) ORs12! <= (s1! + .05) THEN s1! = s12!

RETURN

SUB calibra {mcal%(), mma, mmb)
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VIEW SCREEN (64, 55)-(5683, 160), , 1
CLS
LOCATE 12, 12
INPUT "Con qué unidades va calibrar (D.O., mg/ml, etc)"; uc$
LOCATE 16, 12
INPUT "Cuéntos 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 "Cudntos pares de valores tiene"; tu
END IF
CLS
ty =0
fl=20
LOCATE 19, 20: PRINT "Entre los valores correspondientes”;
VIEW SCREEN (64, 85)-(583, 140), , 1

DO
ty =ty + 1
fl =fl +1

LOCATE 10, 30: PRINT uc$, "DOmetro”
LOCATE 11 + fl, 30: INPUT mcal%(ty, 1)
LOCATE 11 + fl, 45: INPUT mcal%(ty, 2)
IF fl = 6 THEN fl = O: CLS

LOOP UNTIL ty = tu

0
0

b=20
b=0

Qac < x

FORi =1TO tu
x = x + mcal%li, 1)
y =y + mcal%li, 2)

NEXT i
mx = x/tu
my =y/tu

FORi = 1TO tu
ub = ub + ({mcal%l(i, 1) - mx) * (mcal%li, 2} - my))
db = db + ({mcal%{i, 1) - mx) * 2)

NEXT i

mmb = ub / db

mma = my - (mmb * mx)
CLS

LOCATE 13, 35: PRINT "Ordenada="; mma;
LOCATE 15, 35: PRINT "Pendiente="; mmb;
FORi = 1 TO 1000: NEXT i

VIEW SCREEN (165, 68)-{465, 155}, , 1

CLS

LOCATE 11, 30: PRINT "calibracién PROIMI II"
LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar”
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LOCATE 15, 30: PRINT "colores gréaficos"

LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"

LOCATE 19, 23: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar ENTER: entrar"
msop = 17

END SuB

SUB colograf (mmCC, mmCP, mmCD, mmCA, mmCT, mmCN)

SCREEN 3

CLS

LOCATE 20, 20: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar variable "
LOCATE 22, 20: PRINT CHR$(26); " o "; CHR$(27); ": cambiar color”
LOCATE 24, 20: PRINT "ENTER: salir "

col$ = CHR$(219) + CHR$(219) + CHR%(219) + CHR$({219) + CHR$({219)
LOCS$ = CHR$(219) + CHR$(219) + CHR$({219) + CHR$(219} + CHR$(219) + CHR$(219)
+ CHR$(219) + CHR$(219) + CHR$(219) + CHR$(219)

FORi = 0TO 15

LOCATE 9 + i, 65: COLOR i: PRINT LOCS;

NEXT i

LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", col$; CHR$(27);
LOCATE 3, 3: PRINT " pH", col$;

LOCATE 5, 3: PRINT "Oxigeno disuelto”, col$;

LOCATE 7, 3: PRINT " u", col$;

LOCATE 9, 3: PRINT "  Temperatura", col$;
LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", col$;
msop = 1

DO
DO
choice$ = INKEY$
LOOP WHILE choice$ = ""

IF LEN(choice$) = 1 THEN
SELECT CASE choice$
CASE CHR$(13)
GOSUB ada
CASE ELSE
BEEP
END SELECT

ELSE
choice$ = RIGHT $(choice$, 1)

SELECT CASE choice$
CASE CHR$(80)
IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT "  Crecimiento”, col$; " "; : LOCATE 3, 3: PRINT
"pH ", col$; CHRS(27);
IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT " pH", col$; " "; : LOCATE 5, 3: PRINT
"OXIGENO DISUELTO", col$; CHR$(27);
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "Oxigeno disuelto”, col$; " "; : LOCATE 7, 3: PRINT "
u", cols; CHRS(27);

IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " u",col$; " ", LOCATE 9, 3: PRINT "
TEMPERATURA", col$; CHR$(27);
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " Temperatura™, col$; " "; : LOCATE 11, 3: PRINT
" PENDIENTE pH", col$; CHR$(27);
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", col$; " "; : LOCATE 1, 3: PRINT
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" CRECIMIENTO", col$; CHR$(27);
msop = CSRLIN

CASE CHR$(72)
IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " Crecimiento”, col$; " "; : LOCATE 11, 3: PRINT "
PENDIENTE pH", col$; CHR$(27);
IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT " pH", col$; " "; : LOCATE 1, 3: PRINT "
CRECIMIENTO", col$; CHR$(27);
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "Oxfgeno disuelto”, col$; " "; : LOCATE 3, 3: PRINT
"pH ", col$; CHR$(27);
IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " u",col$; " ", . LOCATE 5, 3: PRINT
"OXIGENO DISUELTO", col$; CHR$(27);
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT "  Temperatura”™, col$; " "; : LOCATE 7, 3: PRINT "
u", col$; CHR$(27);
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " Pendiente pH", col$; " "; : LOCATE 9, 3: PRINT
" TEMPERATURA", col$; CHR$(27);
msop = CSRLIN

CASE CHR$(77)

IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", col$; CHR$(27); : mmCC =
mmCC + 1
IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT "pH ", col$; CHR$(27); : mmCP = mmCP +
1
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "OXIGENO DISUELTO", col$; CHR$(27); : mmCD =
mmCD + 1
IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " u", col$; CHR$(27); : mmCA = mmCA +
1
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " TEMPERATURA", col$; CHRS$(27); : mmCT =
mmCT + 1
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " PENDIENTE pH", col$; CHR${27); : mmCN =
mmCN + 1

CASE CHR$(75)
IF msop = 1 THEN LOCATE 1, 3: PRINT " CRECIMIENTO", col$; CHR$({27); : mmCC =
mmCC - 1
IF msop = 3 THEN LOCATE 3, 3: PRINT "pH ", col$; CHRS$(27); : mmCP = mmCP -
1
IF msop = 5 THEN LOCATE 5, 3: PRINT "OXIGENO DISUELTO", col$; CHR$(27); : mmCD =
mmCD - 1
IF msop = 7 THEN LOCATE 7, 3: PRINT " u", col$; CHR$(27); : mmCA = mmCA -1
IF msop = 9 THEN LOCATE 9, 3: PRINT " TEMPERATURA", col$; CHR$(27); : mmCT =
mmCT - 1

IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 3: PRINT " PENDIENTE pH", col$; CHR$(27); : mmCN =
mmCN - 1

CASE ELSE
BEEP
END SELECT
END IF

IFmmCC = 16 THEN mmCC = 0O
IF mmCP = 16 THEN mmCP = O
IF mmCD = 16 THEN mmCD = 0
IF mmCA = 16 THEN mmCA =0



IF mmCT = 16 THEN mmCT = 0
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
IFmmCN = -1 THEN mmCN = 15
LOOP

ada:

CLS

SCREEN 3

b=20

DEF SEG = 47104!

BLOAD "C:\dometro\panproi2.pic", b

VIEW SCREEN (165, 68)-{465, 155}, , 1

CLS

LOCATE 11, 30: PRINT "calibracién PROIMI II"

LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar”

LOCATE 15, 30: PRINT "colores gréficos™

LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"

LOCATE 19, 23: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar ENTER: entrar”
msop = 17

END SuB

SUB converter {02d!, md%/(), ms1!, mdi!, o1d!, t2e!, p2h!, d20!, t3e!, p3h!, d30!)
tt=0
FORi = 1TO 10
OUT &H366, 0
statusO: S = INP(&H368) AND &H80
IFS = 0 THEN GOTO statusQ
md%(1) = INP(&H366)
tle! = (md%(1) * .29 -.3)
IFtle! <= (t2e! - .5) OR tle! > = (t2e! + .5) THEN tle! = t2e!
tt =t + tle!
NEXT i
t3el =t/ (i-1)

p! =0

FORi = 1TO 50

OUT &H365, 0

status1: S = INP(&H368) AND &H80

IFS = 0 THEN GOTO status1

md%(1) = INP{&H365)
pih! = (md%(1) * .026403 + .043815)
LOCATE 25, 1: PRINT USING "##.4#"; p1h!;
IF plh! < = {p2h! - .1) OR p1h! > = {p2h! + .1} THEN p1h! = p2h!
LOCATE 25, 10: PRINT USING "##.4#"; pih!;
p! = p! + plh!
NEXT i
p3h! = pt/(i-1)
LOCATE 25, 15: PRINT USING "##.##"; p3h!;
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Oot=0

FORi = 1TO 30

OUT &H364, 0

status2: S = INP(&H368) AND &H80

IFS = 0 THEN GOTO status2

md%(1) = INP(&H364)
D10! = (md%(1) * .561188 + .953156)
IFD10! <= (d20! - 200) OR D10! > = (d2o! + 200) THEN D10! = d20!
O! = 0! + D10!
NEXT i
d3o! =01 /{i-1)

dt =0

FORi = 1T0 100

OUT &H367, 0

status3: S = INP(&H368) AND &H80

IFS = O THEN GOTO status3

md%{1) = INP(&H367)
old! = (md%(1) * .026403 - .0557)
'‘LOCATE 25, 1: PRINT USING "##.##"; o1d!;
IFold! <= {msi!-.1) ORo1d! > = {ms1! + .1) THEN o1d! = ms1!
'LOCATE 25, 5: PRINT USING "##.##"; 0o1d!;
d! = d! + old!
NEXT i
old! =d'/(i-1)
'LOCATE 25, 10: PRINT USING "##.##"; o1d!;

END SUB
SUB dattemp (md1!, msetpt{))

LINE (325, -30)-(560, -30)

LINE (560, -30)-(560, 125)
LINE (325, 125)-(560, 125)
LINE (325, 125)-(325, -30)
LINE (330, -25)-(555, -25)

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: O";

LOCATE 19, 52: PRINT "Crec."; : PRINT USING " ##.##"; md1!;
LOCATE 21, 52: PRINT " pH "; : PRINT USING " ##.##"; msetpt{4);
LOCATE 23, 52: PRINT " D.O."; : PRINT USING " ###"; msetpt{3);
LOCATE 19, 65: PRINT " 4 "; : PRINT USING " ###"; msetpt(1);
LOCATE 21, 65: PRINT " Temp."; : PRINT USING " ##.#"; msetpt(2);
LOCATE 23, 65: PRINT "PenPh"; : PRINT USING " ###"; msetpt(5);

LOCATE 1, 70: PRINT DATES;

LOCATE 1, 1: PRINT "F1: Mend  F3: salir”;

* LOCATE 1, 55: PRINT "Escrito por Luis Ducrey”;
END SUB
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SUB menu (mens1%(), mVALUE(), do4!, msetpt(), mset{), mme}
LOCATE 1, 1

PRINT CHR$(24}; " o "; CHR$(25); ": seleccionar "; CHR${26); ": aumentar "; CHR$({27); ":
disminuir ENTER: salir";

mme = 1

CONST ENTER = 13
msop = 14

mvag = msetpt(1)
mvte = msetpt(2)
mvnu = do4!

mvph = msetpt(4)
mvod = msetpt(3)

GET (325, 145)-(560, -30), mens1%
PUT (325, -30), mens1%, XOR

LOCATE 14, 55: PRINT " g="; : PRINT USING "###"; mvag: LOCATE 16, 55: PRINT "
Temperatura= "; : PRINT USING "##.#"; mvte
LOCATE 18, 55: PRINT " pH= "; : PRINT USING "##.#4"; mvph

LOCATE 20, 55: PRINT "Oxigeno dis.= "; : PRINT USING "###"; mvod
LOCATE 22, 55: PRINT " Crecimiento= "; : PRINT USING "#.##"; mvnu

DO
DO
choice$ = INKEY$
LOOP WHILE choice$ = "

IF LEN(choice$) = 1 THEN
SELECT CASE ASCichoice$)
CASE ENTER
GOSUB fuera
CASE ELSE
BEEP
END SELECT

ELSE
choice$ = RIGHT $(choice$, 1)

SELECT CASE choice$
CASE CHR$(80)

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 "###4"; mvod;
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: PRINT USING "###"; mvod; : LOCATE 22, 69: PRINT
USING "#.4#"; mvnu;
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 69: PRINT USING "#.##"; mvnu; : LOCATE 14, 69: PRINT
USING "###"; mvag;
msop = CSRLIN

CASE CHR$(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 "###4"; 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 "###"; mvod;

msop = CSRLIN

CASE CHR$(77)
IF msop 14 THEN LOCATE 14, 69: mvag
IF msop 16 THEN LOCATE 16, 70: mvte
IF msop = 18 THEN LOCATE 18, 70: mvph
IF msop = 20 THEN LOCATE 20, 69: mvod
IF msop = 22 THEN LOCATE 22, 63: mvnu

mvag + 1: PRINT USING "###"; mvag;
mvte + .7: PRINT USING "##.#"; mvte;
mvph + .01: PRINT USING "##.##"; mvph;
mvod + 1: PRINT USING "###"; mvod;
mvnu + .01: PRINT USING "#.##"; mvnu;

CASE CHR$(75)

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 "##.4"; 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), mens1%, PSET

mset(1) = mvag
mset(2}) = mvte
mset(5) = mvnu
mset(4) = mvph
mset(3) = mvod

LOCATE 1, 1: PRINT "F1: Mend  F3: salir
" LOCATE 1, 55: PRINT "Escrito por Luis Ducrey”;

END SuUB

SUB moldeacum (md1!)

LINE (350, 280)-(350, 177)
LINE (550, 280)-(550, 177)



LINE (350, 179)-(550, 179)
LINE (347, 180)-(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 =1TO 10
TX = TX + t

LINE (TX, 179)-(TX, 176)
NEXT i
FORi = 180 TO 280 STEP 10
LINE (550, i)-(553, i)
NEXT i

IF md1! < .1 THEN GOSUB tresde ELSE GOSUB dosde
GOTO 2000

dosde:
FORj = 1TO 10
i = (LOG(j) * .4343 * 50) + 180
LINE (350, i)-(346, i)
NEXT j
FORj =1TO 10
i = (LOG(j) * .4343 * 50) + 230
LINE (350, i)-(3486, i)
NEXT j

LOCATE 11, 50: PRINT "Crec."
LOCATE 10, 50: PRINT ".1"
LOCATE 3, 50: PRINT "10"

RETURN

tresde:
FORj) = 1TO 10
i = (LOGIj) * .4343 * 33) + 180
LINE (350, i)-(348, i)
NEXT j
FORj =1TO 10
i = {LOGIj) * .4343 * 33) + 213
LINE (350, i)-{346, i)
NEXT j
FORj=1TO 10
i = (LOG{(j) * .4343 * 33) + 246
LINE (350, i)-(346, i)
NEXT j
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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, 280)-(-1, 0)
LINE (0, 0)-(0, -5)

LINE (0, -1)-(240, -1)

FORi = O TO 290 STEP 28
LINE (-40, i)-(-45, i)

NEXT i

LY = -

FOR AGI = 10 TO O STEP -2
LY = LY + 4

‘LOCATE LY, 1: PRINT USING "###"; AGI
NEXT

= 20
=0
FOR =1TO 12
=TX +t
LINE (TX, -1)-(TX, -6)
NEXT i

‘LOCATE 2, 16: PRINT "GRAFICO TEMPORAL";
LOCATE 24, 24: PRINT "30'";
LOCATE 24, 39: PRINT "60'";
LOCATE 24, 6: PRINT "Crec”;

IFmd1! < .1 THEN GOSUB detres ELSE GOSUB dedos
GOTO 1000

dedos:
FORj = 1T0 10
= (LOG(j) * .4343 * 140) + 140
LINE (-1, i)-{-5, i)
NEXT j
FORj = 1 TO 10
= LOGIj) * .4343 * 140
LINE (-1, i)-{-5, i)
NEXT j

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, -(-5, i)
NEXT j
FORj =1TO 10
i = (LOG(j) * .4343 * 93) + 93
LINE (-1, i)-(-5, 0
NEXT j
FORj = 1TO 10
i = LOGI(j) * .4343 * 93
LINE (-1, i)-(-5, i)
NEXT j
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 (mMS$, mRAS$, mrc$, mRD$, mrb$, msetpt(), mLOOPS(), mVALUES(),
mOPRPT$(), mVALUE())

‘SET UP PORT COMUNICACIONES

CLOSE #1

OPEN "com1:9600,e,7,2,rs,cs,ds”" FOR RANDOM AS #1

‘comienza el loop de comunicaciones
PRINT #1, mRAS;

LINE INPUT #1, x$: mLOOPS$(0) = x$
PRINT #1, mrc$,

LINE INPUT #1, x$: mVALUES${0) = x$
PRINT #1, mRDS$,
LINE INPUT #1, x$: mOPRPTS$(0) = x$

SP$ = """

FORN =1T0 10

SP$ = SP$ + LEFT$(STRS(msetpt(N}) + " ", 7)
NEXT N

SP$ = mMS$ + SP$ + CHR$(13)

PRINT #1, SP$; : Z$ = INPUTS$(1, #1)

FORi = 1TO5

mVALUE() = VAL(MID$(mVALUES$(O), (11 + 7 * {i- 1)), 7}
NEXT i

END SuB

SUB presentacion {mcal%f{), mdi!, ms1!, mn$, msetpt(), mrc, mga, met, mhp, mxo, mun, ma,
mb, mCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)

SCREEN 3

b=20

DEF SEG = 47104!

BLOAD "c:\gbasic\panproi2.pic", b

OPEN "c:\gbasic\update” FOR INPUT AS #3

INPUT #3, mdi!
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INPUT #3, ms1!
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 "calibracién PROIMI lI"

LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar”

LOCATE 15, 30: PRINT "colores graficos”

LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"

LOCATE 20, 23: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar ENTER: entrar”
msop = 17

DO
DO
choice$ = INKEYS$
LOOP WHILE choice$ = ""

IF LEN{choice$) = 1 THEN

SELECT CASE choice$
CASE CHR$(13)
IF msop = 11 THEN CALL calibra(mcal%({}, ma, mb)
IF msop = 13 THEN CALL varigraf(mrc, mga, met, mhp, mxo, mun)
IF msop = 15 THEN CALL colograf{mCC, mCP, mCD, mCA, mCT, mCN)
IF msop = 17 THEN GOSUB hola
CASE ELSE
BEEP

END SELECT

ELSE
choice$ = RIGHT$(choice$, 1)

SELECT CASE choice$
CASE CHR#$(80)
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 30: PRINT "calibracién PROIMI 1I": 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 gréficos™; : LOCATE 17, 30: PRINT
"SEGUIR";

IF msop = 17 THEN LOCATE 17, 30: PRINT "seguir"; : LOCATE 11, 30: PRINT "CALIBRACION
PROIMI 117;

msop = CSRLIN

CASE CHR$(72)
IF msop = 11 THEN LOCATE 11, 30: PRINT "calibracién PROIMI II": LOCATE 17, 30: PRINT
"SEGUIR";
IF msop = 13 THEN LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar™; : LOCATE 11, 30: PRINT
"CALIBRACION PROIMI 1I";
IF msop = 15 THEN LOCATE 15, 30: PRINT "colores gréficos"; : 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, 110)-(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 INKEY$ <> " " THEN mdi! = setpt

LOCATE 12, 15: PRINT " D.O. actual "; ms1!; : INPUT ; setpt

IF INKEY$ <> " " THEN ms1! = setpt

LOCATE 14, 15: PRINT " # =":; msetpt(1); : INPUT ; setpt

IF INKEY$ <> " " THEN msetpt{1) = setpt

LOCATE 16, 15: PRINT " Temperatura="; msetpt(2); : INPUT ; setpt
IF INKEY$ <> " " THEN msetpt(2) = setpt

LOCATE 10, 45: PRINT " pH="; msetpt(4); : INPUT ; setpt
IF INKEY$ <> " " THEN msetpt(4) = setpt

LOCATE 12, 45: PRINT " Oxigeno dis. ="; msetpt(3}; : INPUT ; setpt
IF INKEY$ <> " " THEN msetpt(3) = setpt

LOCATE 14, 45: PRINT " Pendiente pH="; msetpt(5}; : INPUT ; setpt
IF INKEY$ <> " " THEN msetpt(5) = setpt

LOCATE 16, 45: PRINT " Valor de y="; msetpt(6); : INPUT ; setpt
IF INKEY$ <> " " THEN msetpt{6) = setpt

mn$ = "c:\gbasic\" + DATES$

VIEW
CLS
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L$ = STRING$(65, CHR$(196))
LOCATE 10, 9: PRINT LS; : LOCATE 17, 9: PRINT L$;
LOCATE 15, 20: PRINT " Quiére grabar los cambios? si "; CHR${26); "NO"; : qu = 0O
DO
DO
choice$ = INKEYS$
LOOP WHILE choice$ = ""

IF LEN(choice$) = 1 THEN
SELECT CASE choice$
CASE CHR$(13)
GOSUB mal
CASE ELSE
BEEP
END SELECT

ELSE
choice$ = RIGHT$(choice$, 1)

SELECT CASE choice$
CASE CHRS$(77)

LOCATE 15, 50: PRINT "si "; CHR$(26); "NO"; : qu = 0
CASE CHR$(75)
LOCATE 15, 50: PRINT "SI"; CHR${27); " no"; : qu = 1

CASE ELSE
BEEP
END SELECT
END IF

LOOP

mal:
IF qu = 0 THEN GOSUB quetal

OPEN "c:\qbasic\update” FOR QUTPUT AS #3
PRINT #3, USING "#4.##"; mdi!
PRINT #3, USING "##.##"; ms1!
PRINT #3, USING "##4"; msetpt{1)
PRINT #3, USING "##.#4";, msetpt(4)
PRINT #3, USING "###"; msetpt(3)
PRINT #3, USING "##.#"; msetpt(2)
PRINT #3, USING "##4"; msetpt(5)
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, usul{}, mn$)
OPEN mn$ FOR APPEND AS #2

FORi=0TO mvu-1
usu!(0, i) = usu!{O, i) / 3600

PRINT #2, USING "##.#844#"; usul(Q, i); 'Tiempo
PRINT #2, USING " ##.#4"; usul(1,i); ‘Crecimiento
PRINT #2, USING " ##.###¥"; usul(2, i), ‘u

PRINT #2, USING " ##.4#"; usu!(3, i); 'pH

PRINT #2, USING " ###"; usul(4, i); 'Oxigeno Disuelto
PRINT #2, USING " ##.#"; usul(5, i); ‘Temperatura
PRINT #2, USING " ##. ##4##"; 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, 55)-(583, 160), , 1
CLS
LOCATE 9, 31: PRINT "VARIABLES A GRAFICAR";
IF mrem = 1 THEN
LOCATE 12, 15: PRINT " CRECIMIENTO ? SI™; CHR$(27); " no";
ELSE LOCATE 12, 15: PRINT " CRECIMIENTO ? si "; CHR$(26); "NO";
END IF

IF mgam = 1 THEN

LOCATE 14, 15: PRINT " 4 SI"; CHR$(27); " no";

ELSE LOCATE 14, 15: PRINT " u  si"; CHR$(26); "NO";
END IF

IF metm = 1 THEN

LOCATE 16, 15: PRINT " temperatura  SI"; CHR$(27); " no";

ELSE LOCATE 16, 15: PRINT " temperatura si "; CHR$(26); "NO";
END IF

IF mhpm = 1 THEN

LOCATE 12, 45: PRINT " pH SI"; CHR$(27); " no";

ELSE LOCATE 12, 45: PRINT " pH si"; CHR$(26); "NO";
END IF

IF mxom = 1 THEN
LOCATE 14, 45: PRINT "oxigeno dis.  SI"; CHR$(27); " no";
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ELSE LOCATE 14, 45: PRINT "oxigeno dis.  si "; CHR$(26); "NO";
END IF

IF munm = 1 THEN

LOCATE 16, 45: PRINT "Pendiente pH SI"; CHR$(27); " no";

ELSE LOCATE 16, 45: PRINT "Pendiente pH  si "; CHR${26); "NO";
END IF

LOCATE 19, 15: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar "; CHR$(26); ": NO ";
CHR$(27); ": SI ENTER: salir";

msop = 12
vsop = 29
DO

DO

choice$ = INKEY$
LOOP WHILE choice$ = "

IF LEN(choice$) = 1 THEN
SELECT CASE choice$
CASE CHRS$(13)
GOSUB hasta
CASE ELSE
BEEP
END SELECT

ELSE
choice$ = RIGHT$(choice$, 1)

SELECT CASE choice$
CASE CHR$(80)

LOCATE msop, vsop - 14
IF msop = 12 AND vsop
b,

IF msop = 14 AND vsop
TEMPERATURA ?";

IF msop = 16 AND vsop
pH ?";

IF msop = 12 AND vsop
"OXIGENO DIS. ?7;

IF msop = 14 AND vsop
"PENDIENTE pH ?7,;

IF msop = 16 AND vsop
CRECIMIENTO ?7;

29 THEN PRINT " crecimiento "; : LOCATE 14, 15: PRINT "

29 THEN PRINT " 4 ";  LOCATE 16, 15: PRINT "

29 THEN PRINT " temperatura "; : LOCATE 12, 45: PRINT "

59 THEN PRINT " pH "; : LOCATE 14, 45: PRINT

59 THEN PRINT "oxigeno dis. "; : LOCATE 16, 45: PRINT

59 THEN PRINT "Pendiente pH "; : LOCATE 12, 15: PRINT "

CASE CHR$(72)
LOCATE msop, vsop - 14
IF msop = 12 AND vsop = 29 THEN PRINT " crecimiento "; : LOCATE 16, 45: PRINT
"PENDIENTE pH ?";
IF msop = 14 AND vsop = 29 THEN PRINT " u ";  LOCATE 12, 15: PRINT "
CRECIMIENTO ?";



IF msop = 16 AND vsop
u?;

IF msop = 12 AND vsop
TEMPERATURA ?7";

IF msop = 14 AND vsop
pH ?7;

IF msop = 16 AND vsop
"OXIGENO DIS. ?7;

msop = CSRLIN
vsop = POS(0)

CASE CHR$(77)
IF msop = 12 AND vsop
TF ?nsop = 14 AND vsop
TF msop = 16 AND vsop
TF(r)nsop = 12 AND vsop
I=F(r)nsop = 14 AND vsop
TF(r)nsop = 16 AND vsop
=0

CASE CHR$(75)
IF msop = 12 AND vsop
1IF msop = 14 AND vsop
TF 1msop = 16 AND vsop
1IF msop = 12 AND vsop
I=F 1rnsop = 14 AND vsop
TF 1rnsop = 16 AND vsop
=1

CASE ELSE

BEEP
END SELECT
END IF

LOOP
hasta:
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29 THEN PRINT " temperatura "; : LOCATE 14, 15: PRINT "

59 THEN PRINT °

pH "; : LOCATE 16, 15: PRINT "

59 THEN PRINT "oxigeno 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 "calibracién PROIMI 11"

PRINT "si "; CHR$(26);
PRINT "si "; CHR$(26);
PRINT "si "; CHR$(26);
PRINT "si "; CHR$(26);
PRINT "si "; CHR$(26);

PRINT "si "; CHR$(26);

PRINT "SI"; CHR$(27);
PRINT "SI"; CHR$(27);
PRINT "SI"; CHR$(27);
PRINT "SI"; CHR$(27);
PRINT "SI"; CHR$(27);

PRINT "SI"; CHR$(27);

"NO"; :
"NO"; :
"NO"; :
"NO"; :
"NO"; :

"NO"; :

no-;
no-,
no-,;
no-,;
no-,;

no-,

mrcm

mgam

metm

mhpm
mxom

munm

:mrcm
: mgam
T metm
: mhpm
: mxom

. munm
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LOCATE 13, 30: PRINT "variables a graficar”

LOCATE 15, 30: PRINT "colores gréaficos”

LOCATE 17, 30: PRINT "SEGUIR"

LOCATE 19, 23: PRINT CHR$(24); " o "; CHR$(25); ": seleccionar ENTER: entrar”
msop = 17

END SUB
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