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RESUMEN

Titulo: Efecto de las concentraciones de nitrdgeno y oxigeno en la produccién
de polihidroxibutirato por Bacillus megaterium B2 a partir de glicerol.

Autor: Victor Alexis Lizcano Gonzalez?

Palabras clave: Bioplasticos, Bioprocesos, Modelo cinético, PHB, Fermentacion.

Descripcion:

El polihidroxibutirato (PHB) es un plastico biodegradable, biocompatible y termoplastico
sintetizado por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Se evaluaron dos medios de
sales empleados para la produccion de PHB por cepas de Bacillus megaterium. Se
observo inhibicion del crecimiento y de la formacion de PHB debido a concentraciones de
elementos traza de 1 mL/L y de fosfato acido de sodio de 9 g/L, respectivamente. Se
propuso un medio basal para la produccion de PHB a partir de glicerol crudo. Se realizo
un disefio experimental para el estudio del efecto de las concentraciones de nitrégeno y
oxigeno sobre el proceso de produccion de PHB. Se alcanz6 una produccion de PHB de
1,6 g/L en la mejor condicion de cultivo en un reactor de 7,5 litros con un volumen de
trabajo de 4 litros. Este valor corresponde a un incremento del 33% de la produccién de
PHB con respecto a los valores reportados anteriores para esta cepa. Se desarrollé un
modelo matemético que permite describir el crecimiento del microorganismo, el consumo
de sustratos, la formacién de producto y simular diferentes estrategias de cultivo. Se tuvo
en cuenta como sustratos limitantes el oxigeno, el glicerol y el nitrégeno de acuerdo con
las ecuaciones Monod y Moser. Para describir la produccién de PHB se utilizé la ecuacion
de Luedeking-Piret y se incluyd un término de consumo de PHB debido al agotamiento de
la fuente de carbono. Se ajustaron los parametros cinéticos para el modelo en modo
Batch y se simularon dos estrategias de cultivo Fed-Batch. La mejor estrategia de
alimentacién en Fed-batch, permitié una produccién de PHB de 2,79 g/L, siendo la mejor

condiciéntantoexperimentalmentecomoenlasimulacion.

! Trabajo de Grado de Maestria en ingenieria quimica.
2 Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Dr. Humberto
Escalante Hernandez. Codirectora: M. Sc. Mabel Juliana Quintero Silva.
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ABSTRACT

Title: Effect of nitrogen and oxygen concentrations in the production of
polyhydroxybutyrate by Bacillus megaterium B2 from glycerol®.

Author: Victor Alexis Lizcano Gonzalez*

Keywords: Bioplastics, Bioprocesses, Kinetic Model, PHB, Fermentation

Description:

Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biodegradable, biocompatible and thermoplastic polymer
synthesized by Gram-positive and Gram-negative bacteria. Two media used to produce
PHB by strains of Bacillus megaterium were evaluated. Inhibition of growth and formation
of PHB was observed due to trace element and sodium acid phosphate concentrations of
1 mL/L and 9 g/L, respectively. A basal medium was proposed for the production of PHB
from crude glycerol. An experimental design was carried out to study the effect of nitrogen
and oxygen concentrations on the production of PHB. A PHB production of 1.6 g/L was
achieved in the best culture condition in a 7.5 liters reactor with a working volume of 4
liters. This value corresponds to an increase of 33% of the production of PHB according to
the values previously reported for this strain. A mathematical model that describes
microorganism growth, substrate consumption, product formation and allows to simulate
different cultivation strategies was developed. Oxygen, glycerol and nitrogen were
considered as limiting substrates according to the Monod and Moser equations. The
Luedeking-Piret equation was used to describe PHB production, and a term that describe
PHB consumption due to depletion of the carbon source was included. The kinetic
parameters were adjusted for the model in Batch mode and two Fed-Batch cultivation
strategies were simulated. The best feeding strategy in Fed-batch allowed a PHB

production of 2.79 g / L, being the best condition both experimental and in the simulation.

3 Thesis to obtain the master’s degree in chemical engineering.
4 Facultad de Ingenierias Fisico-Quimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Dr. Humberto
Escalante Hernandez. Codirectora: M. Sc. Mabel Juliana Quintero Silva.
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INTRODUCCION

La produccion mundial de plasticos crece en promedio un 5,8% anual, alcanzando
en 2015 una produccion de 322 millones de toneladas métricas'. Como respuesta
a los problemas ambientales y econémicos generados por el uso excesivo de
polimeros derivados del petroleo, se ha planteado el uso de bioplasticos, los

cuales han tenido un rapido desarrollo durante los Ultimos afios?.

El polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster sintetizado y acumulado por una gran
variedad de microorganismos. El PHB es un polimero de cadena corta, degradable
en condiciones aerobias® y cuya estructura se muestra en la Figura 1. El PHB, una
vez extraido cristaliza para formar un polimero con propiedades similares al
polipropileno, convirtiéndolo en un sustituto biodegradable de los termoplasticos.
El PHB se ha empleado en aplicaciones como embalaje de productos, productos

desechables de higiene personal, biomedicina y en agricultura®.
Figura 1. Estructura del poli-3-hidroxibutirato

CH, 0

HO
0 OH

Fuente: Sindhu et al., 2015

1 PlasticEurope. Plastics-The Facts 2016: An analysis of European plastics production, demand and
waste data. Alemania, Plastics shape the future, 2016.

2 CHEN, Guo-Qiang. Introduction of Bacterial Plastics PHA, PLA, PBS, PE, PTT, and PPP. En:
Plastics from Bacteria: Natural functions and Applications. Springer-Verlag Berlin Heidelberg, 2010,
vol. 14, p. 1-16. ISBN: 978-3-642-03287-5.

3 SINDHU, et al. Production and Characterization of Poly-3-hydroxybutyrate from Crude Glycerol by
Bacillus sphaericus NIl 0838 and Improving Its Thermal Properties. En: Brazilian Archives of
Biology and Technology. Julio-agosto, 2011, vol. 54, no. 4, p. 783-794.

4 GANGURDE, N. S. y SAYYED, R. Z. Poly-B-hydroxybutyrate (PHB): A Biodegradable Polymer of
Microbial Origin. En: THOMAS, Sabu, NINAN, Neethu, MOHAN, Sneha y FRANCIS, Elizabeth.
Natural Polymers, Biopolymers, Biomaterials, and Their Composites, Blends, and IPNs. Apple
Academic Press, 2012, vol. 2, p. 370.
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El PHB fue descrito por primera vez en 1925 y se ha convertido en el
polihidroxialcanoato (PHA) mas estudiado y de mayor produccion a escala
industrial en la actualidad®. Actualmente, los esfuerzos en investigacion se centran
en la busqueda de materias primas renovables y de bajo costo, seleccion de
nuevas cepas bacterianas y aumento de la produccién®. El aumento en la
produccion involucra la optimizacion de las condiciones de cultivo y las estrategias

de alimentacién’.

El PHB puede ser producido tanto por bacterias Gram positivas como Gram
negativas. En la actualidad, la produccion industrial de PHB es llevada a cabo
principalmente usando cepas Gram negativas como Cupriavidus necator y
Alcaligenes latus (actualmente renombrada como Azohydromonas lata®), las
cuales pueden acumular hasta un 80% p/p de PHB. Sin embargo, las cepas Gram
positivas han sido de gran interés para la produccion de bioplasticos debido a
multiples ventajas operacionales como la ausencia de lipopolisacaridos y el rapido

crecimiento a partir de sustratos de bajo costo®.

5 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Influence of oxygen transfer rate on the accumulation of
poly(3-hydroxybutyrate) by Bacillus megaterium. En: Journal of Chemical Technology and
Biotechnology. Marzo, 2013, vol. 48, no. 3, p. 420-425.

6 SHAHID, Salma, et al. Impact of carbon source and variable nitrogen conditions on bacterial
biosynthesis of polyhydroxyalkanoates: Evidence of an atypical metabolism in Bacillus megaterium
DSM 509. En: Journal of Bioscience and Bioengineering. Septiembre, 2013, vol. 116, no. 3, p. 302-
308.

" PANDIAN, Sureshbabu RamKumar, et al. Optimization and fed-batch production of PHB utilizing
dairy waste and sea water as nutrient sources by Bacillus megaterium SRKP-3. En: Bioresource
Technology. Enero, 2010, vol. 101, no. 2, p. 705-711.

8 XIE, Cheng-Hui y Yokota, Akira. Reclassification of Alcaligenes latus strains IAM 12599T and IAM
12664 and Pseudomonas saccharophila as Azohydromonas lata gen. nov., comb. nov.,
Azohydromonas australica sp. nov. and Pelomonas saccharophila gen. nov., comb. nov.,
respectively. En: International Journal of Systematic and Evolutionary Microbiology. Noviembre,
2005, vol. 55, no. 6, p. 2419-2425.

® LOPEZ, Jimmy A., et al. Biosynthesis of PHB from a New Isolated Bacillus megaterium Strain:
Outlook on Future Developments with Endospore Forming Bacteria. En: Biotechnology and
Bioprocess Engineering. Abril, 2012, vol. 17, no. 2, p. 250-258.
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Entre las diferentes cepas Gram positivas, se destaca Bacillus megaterium?. El
género Bacillus crece rapidamente a partir de sustratos econdémicos, y tolera altas
temperaturas y presiones osmoéticastt. En 2015 se reporté el uso de una cepa
nativa de Bacillus megaterium (Denominada Bacillus megaterium B2) aislada por
el Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales CEIAM de la Universidad

Industrial de Santander, capaz de producir PHB a partir de glicerol crudo*?.

El glicerol crudo es el principal subproducto de la produccién del biodiesel, y se
genera a una razén de 10% p/p'3. Siendo Colombia uno de los principales
fabricantes de biodiesel en Latinoamérica, en 2016 la produccion fue de 447
kilotoneladas?®?, lo cual representa aproximadamente 45 mil toneladas de glicerol.
A pesar de ser un componente inhibitorio del crecimiento para varios
microorganismos?®®, el glicerol crudo residuo de la industria del biodiesel (GRIB) se
presenta como una materia prima atractiva para la produccién de PHB debido a su
bajo precio y a la posibilidad de ser empleado como fuente de carbono en cultivos

microbianos6 17,

Ademés de la fuente de carbono a emplear, otro aspecto importante son las

condiciones de operacion de los procesos microbioldgicos. Se han reportado en la

10 RODRIGUEZ-CONTRERAS, et al. Poly[(R)-3-hydroxybutyrate] production under different salinity
conditions by a novel Bacillus megaterium strain. En: New Biotechnology. Enero, 2016, vol. 33, no.
1, p. 73-77.

11 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Modeling P(3HB) production by Bacillus megaterium. En:
Journal of Chemical Technology and Biotechnology. Marzo, 2012, vol. 87, no. 3, p. 325-333.

12 MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.

13 POSADA, John A, et al. Design and analysis of poly-3-hydroxybutyrate production processes
from crude glycerol. En: Process Biochemistry. Enero, 2011, vol. 46, no. 1, p. 310-317.

14 Federacion Nacional de Biocombustibles. Produccion y Venta de Biodiesel [en linea]. Disponible
en internet: http://www.fedebiocombustibles.com/estadistica-produccion-titulo-Biodiesel.htm

15 SZYMANOWSKA-POWALOWSKA, Daria. The effect of high concentrations of glycerol on the
growth, metabolism and adaptation capacity of Clostridium butyricum DSP1. En: Electronic Journal
of Biotechnology. Marzo, 2015, vol. 18, no. 2, p. 128-133.

16 DA SILVA, Gervasio Paulo, et al. Glycerol: A promising and abundant carbon source for industrial
microbiology. Review. En: Biotechnology Advances. Enero-febrero, 2009, vol. 27, no. 1, p. 30-39.

7 MORENO et al. Op. cit.
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literatura diversos estudios sobre la optimizacion de las condiciones de cultivo
para la produccion de PHB empleando diferentes microorganismos. Las variables
mas estudiadas son la concentracion de sustrato, nitrogeno, oxigeno, fosforo y

minerales8 19 20,

Entre las variables estudiadas, resalta el efecto de las concentraciones de
nitrogeno y oxigeno, el cual puede explicarse mediante el analisis del ciclo
metabdlico para la sintesis y degradacion de PHB. El Acetil-CoA formado a partir
de la fuente de carbono, puede iniciar el ciclo de la respiracion celular, la
produccion de PHB o la produccion de acetato. En ausencia de fuente de
nitrégeno, el microorganismo productor de PHB no puede sintetizar efectivamente
aminoécidos, por lo que se inhibe la produccion de biomasa. El exceso de energia
generado en la respiracion celular es entonces empleado en la produccion de
PHB. Por otra parte, la limitacion de oxigeno dificulta el ciclo de la respiracion
celular por lo que el microorganismo emplea energia en la produccion de PHB

como estrategia de almacenamiento de fuente de carbono?.

El analisis del metabolismo de la produccion de PHB, muestra que al ser B.
megaterium un microorganismo aerobio hay un efecto combinado entre las
concentraciones de oxigeno y nitrogeno en el medio de cultivo, sobre la

produccion de PHB.

18 GAHLAWAT, Geeta y SRIVASTAVA, Ashok K. Estimation of Fundamental Kinetic Parameters of
Polyhydroxybutyrate Fermentation Process of Azohydromonas australica Using Statistical
Approach of Media Optimization. En: Applied Biochemistry and Biotechnology. Noviembre, 2012,
vol. 168, no. 5, p. 1051-1064.

19 MOKHTARI-HOSSEINI, Zahra B., et al. Statistical media optimization for growth and PHB
production from metanol by a methylotrophic bacterium. En: Bioresource Technology. Abril, 2009,
vol. 100, no. 8, p. 2436-2443.

20 NIKEL, Pablo I., et al. Poly(3-hydroxybutyrate) synthesis from glicerol by a recombinant
Escherichia coli arcA mutant in fed-batch microaerobic cultures. En: Applied Microbiology and
Biotechnology. Enero, 2008, vol. 77, no. 6, p. 1337-1343.

21 BABEL, Wolfgang, et al. Physiology, Regulation, and Limits of the Synthesis of Poly(3HB). En:
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology. Mayo, 2001, vol. 71, p. 125-157.

20



Complementario a los estudios nutricionales, se han reportado investigaciones
sobre la produccién de PHB en modo Batch y en modo Fedbatch con diferentes
estrategias de alimentacién? 23 24, En general, se han logrado mayores
productividades empleando cultivos en modo Fedbatch, debido a que este posee
ventajas como: produccion de altas masas celulares, prolongacion controlada de
una o mas fases del crecimiento microbiano y posibilidad de manejar bajas
concentraciones de sustratos que pueden ser inhibitorios al crecimiento
microbiano o a la produccién del metabolito de interés?®. El disefio de estrategias
de alimentacion para cultivos semi-continuos incluye el estudio de las cinéticas del
proceso en modo Batch y el desarrollo de modelos matematicos que describan el
proceso?® 27, Con la alimentaciéon periddica de uno o mas sustratos, se busca
operar en concentraciones no inhibitorias de dichos nutrientes, por lo que una
estrategia complementaria para el desarrollo de cultivos Fed-Batch, es el aumento

de la tolerancia del microorganismo a las sustancias inhibitorias?8.

El uso de un sustrato potencialmente inhibitorio del crecimiento, el efecto
combinado de las concentraciones de nitrégeno y oxigeno sobre la produccion de
PHB y la posibilidad de mejora mediante la aplicacién de cultivos Fed-Batch,

muestra la necesidad de realizar estudios propios de estos factores sobre la hueva

22 EACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Modeling P(3HB) production by Bacillus megaterium. En:
Journal of Chemical Technology and Biotechnology. Marzo, 2012, vol. 87, no. 3, p. 325-333.

2 GAHLAWAT, Geeta y SRIVASTAVA, Ashok K. Development of a mathematical model for the
growth associated Polyhydroxybutyrate fermentation by Azohydromonas australica and its use for
the design of fed-batch cultivation strategies. En: Bioresource Technology. Junio, 2013, vol. 137, p.
98-105.

24 PENLOGLOU, Giannis, et al. Microbial production of polyhydroxybutyrate with tailor-made
properties: An integrated modelling approach and experimental validation. En: Biotechnology
Advances. Enero-febrero, 2012, vol. 30, no. 1, p. 329-337.

% CLARKE, Kim Gale. Bioprocess Engineering: An Introductory Engineering and Life Science
Approach. Woodhead Publishing Limited, 2013, 266 p. ISBN: 978—-1-78242-168-9.

26 GAHLAWAT, Geeta y SRIVASTAVA, Ashok K. Model-Based Nutrient Feeding Strategies for the
Increased Production of Polyhydroxybutyrate (PHB) by Alcaligenes latus. En: Applied Biochemistry
and Biotechnology. Octubre, 2017, vol. 183, no. 2, p. 530-542.

27 MOZUMDER, Md. Salatul Islam, et al. Modeling pure culture heterotrophic production of
polyhydroxybutyrate (PHB). En: Bioresource Technology. Marzo, 2014, vol. 155, p. 272-280.

2 MACAULEY-PATRICK, Sue y FINN, Beverley. Modes of Fermenter Operation. En: MCNEIL,
Brian y HARVEY, Linda M. Practical Fermentation Technology. Wiley, 2008, 402 p. ISBN: 978-0-
470-01434-9.
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cepa nativa. Por lo anterior, el presente trabajo de investigacién plante6 como
objetivo principal: evaluar la produccion de polihidroxibutirato a partir de glicerol
empleando Bacillus megaterium B2, mediante el estudio de la influencia de las

concentraciones de nitrégeno y oxigeno y la aplicacion de cultivos tipo Fed-Batch.

Esta memoria escrita de la investigacion se ha dividido en tres capitulos, asi: en el
primero se detallan los resultados obtenidos de la seleccidon del medio de cultivo y
la adaptacién de B. megaterium sp, en el segundo se presentan los resultados del
estudio de la influencia del oxigeno disuelto (OD) y concentracion de nitrdgeno
(N2) sobre la produccion y acumulacion de PHB y finalmente, en el tercer capitulo
se desarrollan el modelo matematico del proceso y estrategias de cultivo en modo

Fed-Batch con el fin de incrementar la produccion de PHB.
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1. SELECCION DE MEDIO DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE PHB A
PARTIR DE GLICEROL CRUDO EMPLEANDO B. megaterium B2

Resumen:

En este capitulo se presentan los resultados del primer objetivo de la presente
tesis de maestria: Evaluar el efecto de la concentracion de glicerol sobre el
crecimiento de Bacillus megaterium B2. Se presenta la seleccién y modificacién de
medios de cultivo reportados en la literatura para la produccion de PHB
empleando cepas de Bacillus megaterium y la influencia que tiene la

concentracion de glicerol sobre el crecimiento de la cepa.

Para cumplir con el objetivo planteado en este capitulo, se evalud
experimentalmente el crecimiento de Bacillus megaterium B2 en dos medios
minimos de sales. Se observo inhibicion del crecimiento y baja formacién de PHB
debido a concentraciones de elementos traza de 1 mL/L y de Na:HPO4 de 9 g/L.
Se alcanz6 una concentracion de 0,9 g/L de PHB tras 30 horas de fermentacion

con el medio seleccionado.

Una vez definida la composicion del medio de cultivo, se evaluo el crecimiento de
B. megaterium B2 para concentraciones iniciales de glicerol crudo de 7,6 g/L,
10,7 g/L, 13,8 g/L, 16,9 g/L y 20 g/L. Se logro la adaptacion del microorganismo al
nuevo medio de cultivo con concentraciones iniciales de glicerol crudo de 20 g/L,

alcanzandose densidades celulares de 1x108 UFC/mL.
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1.1. INTRODUCCION

Los procesos bioldgicos implican el desarrollo de reacciones quimicas complejas
gue conllevan a la formacién de moléculas especificas. Los requerimientos
nutricionales de un microorganismo son un factor muy importante para el
adecuado crecimiento, mantenimiento celular y formacion de producto. Adicional a
las fuentes de carbono y nitrdgeno, se deben suministrar macro y micronutrientes

y en algunos casos vitaminas y antibiéticos?°.

La presencia de los componentes necesarios para la construccion de dichas
moléculas es un factor de vital importancia al momento de estudiar la produccion
de metabolitos de interés y es la cepa por trabajar quien determinara los
requerimientos nutricionales que deben ser suplementados en el medio de

cultivo0,

B. megaterium es un microorganismo aerobio, Gram positivo, de cuerpo cilindrico
con un tamanfo de entre 1,2 y 1,5 um de ancho y entre 2,0 y 5,0 um de largo; en el
microscopio se observa de forma individual, en pares o en cadenas y suele formar
esporas elipsoidales; sus colonias pueden ser redondas u ovaladas, con un
aspecto brillante. B. megaterium es una cepa aerobia estricta e incapaz de
asimilar nitratos. B. megaterium puede ser cultivada en agares nutritivos, agar
sangre o medios minimos de sales, siendo estos ultimos los més indicados para la
produccién de PHB3. Aunque la especie es conocida desde hace casi un siglo, el
medio de cultivo varia con cada sub especie y no hay una directriz sobre la

formulacion tedrica de un medio basal para B. megaterium.

2 CLARKE, Kim Gale. Bioprocess Engineering: An Introductory Engineering and Life Science
Approach. Woodhead Publishing Limited, 2013, 266 p. ISBN: 978-1-78242-168-9.

30 MADIGAN, Michael T., et al. Biologia de los microorganismos. 10 ed. Pearson Education, 2003,
1096 p. ISBN: 9788420536798.

31 SCHLEIFER, Karl-Heinz. Phylum XIll. Firmicutes Gibbons and Murray 1978, 5 (Firmacutes [sic]
Gibbons and Murray 1978, 5). En: Bergey's Manual of Systematic Bacteriology: Volume 3: The
Firmicutes. 2 ed. Springer Science & Business Media, 2011, 1450 p. ISBN: 9780387684895.
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En la Tabla 1 se presentan ejemplos de medio minimos de sales empleados para

la produccién de PHB con Bacillus megaterium, a partir de diferentes fuentes de

carbono. Las cantidades agregadas de ciertos componentes fueron recalculadas

para reportar los valores en base seca. Todos los medios presentados son medios

definidos y se destaca la ausencia en todos los casos de vitaminas y antibiéticos lo

gue muestra la resistencia de la especie.

Tabla 1. Ejemplos de medios minimos de sales empleados para la

produccion de PHB por B. megaterium

Rodriguez- . Naranjo
Componente | Unidad | Contreras et SaTag'glgt et al., I\/;cl)reznoolgt
al., 2013 N 2013 N
Glucosa g/L 10 - - -
Glicerol crudo g/L - - - 7,6
Glicerol puro g/L - 5 20 -
Na:HPO4 g/L - 571 9 1,19
KH2PO4 g/L 5 3,6 1,5 1,5
MgSOa g/L 0,2 0,244 0.01 0,01
NaCl g/L 0,9 0,015 - -
(NH4)2S04 g/L 2 3 1 1,5
CaClz mg/L 15 38 * 7,5
NHa4Fe(ll)
_ g/L 0,05 - - -
citrato
FeSO4 mg/L - 4,9 * *
Acido citrico g/L - - - 0,01
Elementos
mL/L 1 1 1 1

Traza**

*Adicionado en los elementos traza
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Del analisis de la Tabla 1 se puede inferir los macronutrientes esenciales para
B. megaterium. Los componentes en comun en todos los medios son: fosfatos,

sulfatos, Na, Mg, K, amonio, Cl, Ca y hierro.

El fésforo es necesario para la formacion de acidos nucleicos y fosfolipidos. El
sodio es requerido principalmente por microorganismos marinos como es el caso
de la cepa BBST4 empelada por Naranjo et al., 2013. El potasio es necesario en
todos los microorganismos, principalmente para la sintesis de proteinas. La
funcion del magnesio esta relacionada con la estabilizacion de las membranas
celulares, los ribosomas y los acidos nucleicos. El azufre es componente

estructural de aminoéacidos y vitaminas, asi como como en la coenzima A3,

El Ca ayuda a estabilizar la pared celular bacteriana y da termo resistencia a las
endoesporas. El hierro es fundamental en la respiracion celular y para las
proteinas implicadas en el transporte de electrones. En bajas concentraciones de
Hierro, algunas bacterias pueden producir compuestos sideréforos que facilitan la
asimilacion de este nutriente®3. La presencia de NHaFe(lll) citrato y acido citrico
puede estar relacionada con el transporte de hierro, puesto que el acido citrico es

un agente quelante3*.

Los elementos traza (ET) juegan también un rol importante en los procesos
biolégicos. En la Tabla 2 se muestra la formulacién de los elementos traza

empleados en dos medios de sales reportados en la literatura.

En las dos formulaciones de elementos traza mostradas en la Tabla 2 se observa

el uso de los mismos oligoelementos a excepcion del cobalto y el niquel. La

32 MADIGAN, Michael T., et al. Biologia de los microorganismos. 10 ed. Pearson Education, 2003,
1096 p. ISBN: 9788420536798.

33 Ibid.

34 KHAN, Imran, et al. Organic chelants-mediated enhanced lead (Pb) uptake andaccumulation is
associated with higher activity of enzymaticantioxidants in spinach (Spinacea oleracea L.). En:
Journal of Hazardous Materials. Noviembre, 2016, vol. 317, p. 352-361.
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funcién principal de los elementos traza es ser cofactores de enzimas y su uso
especifico puede variar entre microorganismos®. Es de resaltar que los elementos
traza del Medio 2 tienen concentraciones mas elevadas en comparacion con las
del Medio 1.

Tabla 2. Ejemplo de composicion de elementos traza empleados para la
produccion de PHB por B. megaterium

Componente Unidad I\/;cl).r,eznoolgt N;l.r:slggﬁgt

Sulfato de hierro heptahidratado g/L 20 10
Sulfato de zinc heptahidratado g/L 0,03 2,25
Sulfato de cobre pentahidratado g/L 0,01 1
Cloruro de manganeso tetrahidratado g/L 0,03 -
Sulfato de manganeso tetrahidratado g/L - 0,5
Cloruro de cobalto hexahidratado g/L 0,2 -
Cloruro de calcio dihidratado g/L - 2
Acido bérico g/L 0,3 0,23
Molibdato de amonio g/L 0,03 0,2
Sulfato de niquel heptahidratado g/L 0,03 -
Acido clorhidrico mL/L - 10

Con respecto a la fuente de carbono, esta puede ser suministrada en forma pura o
en una mezcla. Se debe analizar la naturaleza de la fuente de carbono y los
contaminantes que vienen en la materia prima. El glicerol es conocido por ser un
inhibidor del crecimiento para muchos microorganismos, por lo que se debe evitar

exponer las cepas bacterianas a concentraciones que las afecten

35 MADIGAN, Michael T., et al. Biologia de los microorganismos. 10 ed. Pearson Education, 2003,
1096 p. ISBN: 9788420536798.
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negativamente®. Sumado a lo anterior, cuando se emplea glicerol crudo se deben
conocer los posibles contaminantes presentes en este. El glicerol crudo residuo de
la industria del biodiesel (GRIB) se genera durante el proceso de
transesterificacion de aceites o grasas®’. La reaccion puede darse en condiciones
acidas o basicas y conlleva a la presencia de impurezas como metanol, jabones,
acidos grasos libres y metales, los cuales pueden ser inhibitorios del crecimiento

microbianoss.

La variabilidad de medios de cultivo y condiciones empleadas para la produccion
de PHB por Bacillus megaterium, aun cuando se usa glicerol como fuente de
carbono, conlleva a plantear la necesidad de seleccionar y evaluar diferentes
medios de cultivo con el fin de garantizar un Optimo crecimiento del

microorganismo y produccién de PHB.

36 SZYMANOWSKA-POWALOWSKA, Daria. The effect of high concentrations of glycerol on the
growth, metabolism and adaptation capacity of Clostridium butyricum DSP1. En: Electronic Journal
of Biotechnology. Marzo, 2015, vol. 18, no. 2, p. 128-133.

37 MONTEIRO, Marcos Roberto, et al. Critical review on analytical methods for biodiesel
characterization. Review. En: Talanta. Diciembre, 2008, vol. 77, no. 2, p. 593-605.

38 SAMUL, Dorota, et al. Impurities of crude glycerol and their effect on metabolite production. En:
Annals of Microbiology. Septiembre, 2014, vol. 64, no. 3, p. 891-898.
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1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Microorganismo y medio de cultivo Bacillus megaterium B2 es una
cepa nativa aislada por el Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales
(CEIAM) de la Universidad Industrial de Santander. Se ha reportado previamente
la capacidad de B2 de producir PHB a partir de GRIB®°,

Se seleccionaron y evaluaron dos medios minimos de sales para los ensayos de
produccion de PHB. Los medios se codificaron como M1 (Medio 1) para el
empleado por Moreno et al., 2015 y M2 (Medio 2) al empleado por Naranjo et al.,
2013. Los medios fueron seleccionados teniendo en cuenta que emplean glicerol
como fuente de carbono y se aplicaron con cepas nativas de Bacillus megaterium.
La formulacién de los medios se detalla en las Tabla 1 y Tabla 2. La Tabla 3

muestra la caracterizacion del glicerol crudo empleado.

Tabla 3. Caracterizacion fisicoquimica del glicerol crudo empleado por
Moreno et al., 2015

Pardmetro Fisicoquimico Valor
pH 6,414 + 0,124
Densidad (g/mL) 1,04 £ 0,01
Glicerol (%p/p) 51,43 +£0,23
Humedad (%p/p) 49,26 + 0,02
Cenizas (%p/p) 2,85+ 0,25
Contenido de nitroégeno (%p/p) No detectado
. , . . Metanol (%p/p) 3,57 £0,05
Materia Organica No Glicerol Jabones (%p/p) 134+0.17

Fuente: Yafez Diaz, 2013

3% MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.
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El glicerol crudo fue obtenido previamente por el grupo de investigacién de una
planta colombiana productora de biodiesel a partir de aceite de palma y que
emplea un catalizador basico durante la reaccion de transesterificacion. El glicerol
fue neutralizado mediante adicion de NH4OH almacenado en recipientes plasticos
a 4 °C. Previo a su uso fue filtrado para remover particulas en suspensiéon. La
concentracion de glicerol fue verificada mediante cromatografia liquida de alta
eficiencia como se muestra en la seccion métodos analiticos. Para la reactivacion
de la cepa se emple6 caldo nutritivo mas glicerol. Todos los reactivos empleados

fueron grado analitico.

1.2.2. Condiciones de cultivo Todos los cultivos fueron incubados a 34 °C en
una incubadora con agitacién orbital Unimax 1010 (Heidolph). Para los cultivos
liguidos se emplearon Erlenmeyers de 250 mL con 50 mL de medio y una
agitacion de 200 rpm. Para la reactivacion de la cepa, un vial de la cepa
criopreservada fue reactivado en caldo nutritivo mas glicerol crudo a una
concentracion de 7,6 g/L durante 14 horas. Para los cultivos liquidos se emple6 un
in6culo de 4% mientras que para los cultivos en soélido el extendido se hizo
mediante la técnica de agotamiento. El tiempo de fermentacion maximo para los

cultivos liquidos fue de 48 horas mientras que para los solidos fue de 24 horas.

1.2.3. Métodos analiticos La concentracién de unidades formadoras de colonias
(UFC/mL) fue estimada mediante recuento en placa de Petri. Se tomaron alicuotas

de 100 pL y se diluyeron en solucidon peptonada de acuerdo con la siembra a
realizar. Se depositaron 100 uL de la dilucion deseada en agar recuento y se

realizé extendido con asa de Drigalsky. Las cajas se dejaron en incubacién por 12

horas y posteriormente se procedié a realizar el recuento de colonias.
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El pH de los medios de cultivo fue medido con un pH-metro Lab 850 (Schott
Instruments). La medicion de turbidez se realiz6 empleando un espectrofotometro
Multiskan Go™ (Thermo Scientific™). Las mediciones se realizaron a 540 nm,
como blanco se emple6 caldo de cultivo estéril y en todos los casos las muestras y
el blanco se diluyeron 4 veces para garantizar linealidad en las mediciones.

La cuantificacion de la biomasa se realizé mediante gravimetria como se describe
a continuacion: 15 mL de medio fermentado fueron centrifugados en un tubo
falcon previamente pesado, a 6000 g por 8 minutos. Se empleé una centrifuga
Universal 320R (Hettich). Se separ6 el sobrenadante y el pellet resultante se llevo
a secado en horno a 60°C por 24 h. La masa del pellet seco se calcul6 por
diferencia de peso con respecto al tubo vacio. La concentracion de biomasa se
obtuvo al restar la concentracion de PHB de la concentracion de sdlidos calculada

por peso seco.

El glicerol y el PHB fueron cuantificados mediante HPLC en un equipo UltiMate
3000 UHPLC System (Thermo Scientific™). Para la cuantificacién de glicerol, 1,5
mL de sobrenadante fueron filtrados mediante una membrana PVDF de 0,45 umy
llevados a andlisis empleando una columna SupelcoGel C610H de intercambio de
iones. Se empled como fase movil H2SO4 5 mM a un flujo de 0,6 mL/min y una
temperatura en la columna de 60 °C. La deteccion de glicerol se realiz6 mediante
un detector de indice de refraccion con temperatura en la celda de 35°C. Para la
cuantificacion de PHB, 2 mL de medio fermentado fueron centrifugados y el pellet
resultante se secd mediante liofilizacion. Se llevo a digestion en 1 mL de acido
sulfarico al 97% a 96 °C por 20 minutos, con el fin de obtener acido crotonico a
partir del PHB presente en la muestra. La solucion de digestion se diluyé 50 veces
y se almacend en viales de cromatografia. Una muestra patron de PHB (Sigma

Aldrich) fue procesada en paralelo. Se emplearon las mismas condiciones de
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analisis que para glicerol y la deteccion del acido crotonico se llevé a cabo

mediante un detector de UV-VIS a una longitud de onda de 221 nm“°.

1.2.4. Cultivo de Bacillus megaterium B2 en medios de sales reportados en
la literatura En primer instancia se evalud la capacidad de B. megaterium B2
para tolerar concentraciones de glicerol de 20 g/L; caracteristica que poseen otras
cepas de Bacillus*. Para esto se realizaron cultivos en agar nutritivo
suplementado con 20 g/L de glicerol tanto crudo como puro. Las cajas se dejaron

en incubacion por 24 horas.

Posteriormente se evalué el crecimiento de B2 en cuatro medios de cultivo
diferentes:

e M1C: Medio basal 1 preparado con glicerol crudo.

e M1P: Medio basal 1 preparado con glicerol puro.

e M2C: Medio basal 2 preparado con glicerol crudo.

e M2P: Medio basal 2 preparado con glicerol puro.

Las pruebas se realizaron para concentraciones de 7,6 g/L y 20 g/L de glicerol
para los medios M2C y M2P y sé6lo con 20 g/L para M1C y M1P puesto que ya se
ha reportado el crecimiento de B2 en los medios M1C y M1P para concentraciones
de 7,6 g/L*’. Los experimentos para 20 g/L de glicerol con los cuatro medios de
cultivo se realizaron a 24 horas con mediciones de pH y turbidezalas O h, 14 hy
24 h. Posteriormente se realizaron experimentos a 48 horas para los medios M2C
y M2P con muestreo para pH y turbidez a las 0 h, 24 h y 48 h. Todos los

experimentos se realizaron por duplicado.

40 MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.

41 NARANJO, Javier M., et al. Valorization of glycerol through the production of biopolymers: The
PHB case using Bacillus megaterium. En: Bioresource Technology. Abril, 2013, vol. 133, p. 38-44.
42 MORENO, Paalo, et al. Op. cit.
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En esta etapa se evalud la capacidad de B. megaterium B2 de crecer en medios
reportados en la literatura con o sin modificaciones en la fuente de carbono

empleada.

1.2.5. Evaluacion del efecto de las concentraciones de NaoHPO4 y elementos
traza en el crecimiento de B. megaterium B2 Se evalud la influencia de la
concentracion de Na2HPOa4 y ET sobre el crecimiento de B2. El Na2HPO4 y los ET
fueron seleccionados por ser los componentes de mayor diferencia (a excepcion

de la fuente de carbono) entre los dos medios (Ver Tabla 1).

Se modificé el medio M2 de acuerdo con lo mostrado en la Tabla 4. Se realizaron
cultivos en Erlenmeyer y se monitoreo la turbidez y el pH del cultivo durante 60
horas de fermentacion. Los experimentos se realizaron tanto para glicerol crudo
como puro, con el fin de identificar una posible influencia de la fuente de carbono.

Los experimentos se realizaron por duplicado.

Tabla 4. Disefio experimental propuesto para el estudio de la influencia de la
concentracion de elementos traza y fosfato acido de sodio en el crecimiento
de B. megaterium B2

Fosfato acido de Sodio
Alto (9 g/L) Bajo (1,19 g/L)
Al ET1F9 Formulaciéon ET1F1,19 Disminucion en el

0

original del Medio contenido de fosfato acido de
1 mL/L _
Elementos sodio
Traza Bai ETo,1F9 Disminucion ETo.1F1,19 Disminucién tanto de
ajo
: en el contenido de elementos traza como de
0,1 mL/L _ _

Elementos traza fosfato acido de sodio
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Se buscaron efectos inhibitorios o que favorecieran el crecimiento de B.
megaterium B2 originados por los ET o el fosfato acido de sodio. Se seleccionaron

las dos condiciones para las cuales se da el mejor crecimiento de la cepa.

1.2.6. Cinéticas de produccion de PHB por Bacillus megaterium B2 a partir
de glicerol crudo empleando medios de sales modificados Se construyeron
cinéticas de produccion de PHB para las condiciones seleccionadas en la etapa
anterior y para el medio de M1C 20 g/L con el fin de identificar el medio mas
favorable para la produccién de PHB. Se realizaron cultivos en Erlenmeyer
durante 30 horas con medicién de la concentracion de biomasa, PHB y glicerol

crudo. Los experimentos se realizaron por duplicado.

1.2.7. Adaptacion de B. megaterium B2 al medio de sales seleccionado Se
desarrollo una serie de cultivos sucesivos con el fin de mejorar la adaptacion de

Bacillus megaterium B2 al medio de cultivo seleccionado en la seccion anterior.

La adaptacion inicié con la reactivacion de un vial criopreservado en caldo nutritivo
mas glicerol crudo a una concentracion de 20 g/L. Posteriormente se realizaron 5
cultivos sucesivos en erlenmeyers de 250 mL con 50 mL de medio. Se emplearon
concentraciones de 7,6 g/L, 10,7 g/L, 13,8 g/L, 16,9 g/L y 20 g/L. El criterio de
parada de cada cultivo fue el punto medio de la fase de crecimiento exponencial,
para lo cual se construyeron las respectivas curvas de crecimiento de Unidades
Formadoras de Colonia (UFC/mL), conforme se avanzo en la adaptacion. Una vez
alcanzado el tiempo de parada se tomaron 1000 pL de caldo para inocular el
siguiente cultivo. Todos los experimentos se realizaron por duplicado. Una vez
lograda una adaptacion satisfactoria la cepa fue preservada en medio fermentado
suplementado con 20 %p/p de glicerol crudo y almacenada a -21°C. El stock de

cepas fue renovado cada seis meses para garantizar viabilidad.
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1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Cultivo de Bacillus megaterium B2 en en medios de sales reportados
en la literatura Se observé crecimiento de Bacillus megaterium B2 en todos los
sectores de los agares nutritivos tanto para glicerol crudo como para glicerol puro.
Se observaron colonias de hasta 1,5 mm de diametro luego de las 24 horas de
cultivo. Como resultado de la prueba en agar nutritivo se concluyé que Bacillus
megaterium B2 posee la habilidad de crecer en ambientes con concentraciones de
glicerol de 20 g/L. La capacidad de tolerar altas concentraciones de sustrato es
una caracteristica deseada puesto que una mayor disponibilidad de fuente de

carbono permite una mayor duracion de los cultivos en modo Batch.

Las Figura 2 y Figura 3 muestran las variaciones de pH y turbidez para los medios
M1C, M1P, M2C y M2P con 20 g/L de glicerol durante 24 horas de cultivo.

Figura 2. Variacion de pH en cultivos de Bacillus megaterium B2 empleando
los medios M1C, M2P, M2C y M2P.
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Figura 3. Variacion de turbidez en cultivos de Bacillus megaterium B2
empleando los medios M1C, M1P, M2C y M2P
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Se observo disminucién de pH y aumento en la turbidez en los cultivos de los M1C
y M1P, lo cual indica actividad metabdlica de la cepa. Por otra parte, no sé
identificd ningun indicio de actividad metabdlica para los medios M2C y M2P. Los
resultados muestran que uno o varios componentes presentes en los medios M2C
y M2P inhiben el crecimiento de B2. Con el fin de confirmar la inhibicion del
crecimiento y descartar una influencia negativa del glicerol, se extendié el tiempo
de fermentacion a 48 h y se probaron los medios M2C y M2P con concentraciones

de glicerol de 7,6 g/L.

En la Figura 4 y Figura 5 se presentan las variaciones de pH y turbidez para los
medios M2C y M2P con 7,6 g/L y 20 g/L de glicerol durante 48 horas de cultivo.
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Figura 4. Variacion de pH en cultivos de Bacillus megaterium B2 empleando
los medios M2C y M2P
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Figura 5. Variacién de turbidez en cultivos de Bacillus megaterium B2
empleando los medios M2C y M2P
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Solo se observé variacion de pH y turbidez en los cultivos con el medio M2C 20.
Lo anterior indica que la inhibicion del crecimiento no es debida a la concentracion

de glicerol, si no por uno o varios componentes de los medios M2C y M2P.

1.3.2. Evaluacién del efecto de las concentraciones de Na;HPOs y elementos

traza en el crecimiento de B. megaterium B2 Los experimentos AA no fueron
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realizados ya que como mostraron los resultados del numeral anterior, no se
evidencio actividad metabdlica en esta condicion. Los resultados de la variacion de
pH y turbidez para los experimentos AB, BA y BB con glicerol puro y crudo se

muestran en la Figura 6, Figura 7, Figura 8 y Figura 9.

Figura 6. Variacion de pH para los experimentos ET1F119, ETo1F9 y ETo,1F1,10
empleando glicerol puro
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Figura 7. Variacion de turbidez para los experimentos ETiFi19, ETo1Fo y
ETo,1F1,10 empleando glicerol puro
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Figura 8. Variacion de pH para los experimentos ETiF119, ETo1F9 y ETo,1F1,10
empleando glicerol crudo
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Figura 9. Variacion de turbidez para los experimentos ETiFi19, ETo1F9 Yy
ETo,1F1,10empleando glicerol crudo
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Para los experimentos en los cuales se empled glicerol puro como fuente de
carbono, sélo se observo actividad metabdlica para las condiciones de baja
concentracion de elementos traza. Para los experimentos en los cuales se empled

glicerol crudo como fuente de carbono, se observé actividad para las tres
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condiciones probadas, sin embargo, las mayores actividades se observaron para
la condicién de baja concentracion de elementos traza. Los valores medidos de
absorbancia y pH indican una inhibicion del crecimiento de B. megaterium B2
debido a concentraciones elevadas de elementos traza. Esta inhibicion puede
estar relacionada con los efectos toxicos de los metales pesados presentes en los
elementos traza, los cuales en altas concentraciones pueden desnaturalizar

proteinas®3.

Con respecto a la concentracion de fosfato acido de sodio, se alcanzaron mayores
valores de absorbancia para la condicién ETo1F9e que para la condicion ETo,1F1,19
en los dos sustratos. El efecto positivo de una alta concentracion de fosfato acido
de sodio sobre la turbidez puede ser explicado por el efecto buffer de esta
sustancia en el medio de cultivo, evitandose inhibicion por pH ya que para los dos
sustratos en la condicion ETo,1F9 el pH disminuyo de forma atenuada durante todo
el tiempo de fermentacion. Para la cepa DSM 32 se observo el cese del
crecimiento del microorganismo debido a valores bajos de pH* y para las cepas
BBST4 y BA-019 se reporto el pH 6ptimo de trabajo en 74° 46, En los experimentos
en donde se alcanz6 una estabilizacion del valor de pH, el valor minimo alcanzado
oscilé en el rango de 4,5 a 4,3 lo que indica inhibicion por pH en este rango. Con
el fin de evitar inhibicion por pH en cultivos sin control de este, es deseable
emplear cantidades altas de fosfato 4cido de sodio. Se identificaron por lo tanto las
condiciones ETo,1F9 y ETo,1F1,10 como las méas favorables para el crecimiento de

B2 empleando el medio M2 tanto con glicerol crudo como glicerol puro.

43 GADD, Geoffrey y GRIFFITHS, Alan. Microorganisms and Heavy Metal Toxicity. En: Microbial
Ecology. Diciembre, 1997, vol. 4, no. 4, p. 303-317.

4 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Optimization of C : N ratio and minimal initial carbon
source for poly(3-hydroxybutyrate) production by Bacillus megaterium. En: Journal of Chemical
Technology and Biotechnology. Junio, 2009, vol. 84, no. 12, p. 1756-1761.

4 LOPEZ, Jimmy A., et al. Biosynthesis of PHB from a New Isolated Bacillus megaterium Strain:
Outlook on Future Developments with Endospore Forming Bacteria. En: Biotechnology and
Bioprocess Engineering. Abril, 2012, vol. 17, no. 2, p. 250-258.

46 KULPREECHA, Songsri, et al. Inexpensive fed-batch cultivation for high poly(3-hydroxybutyrate)
production by a new isolate of Bacillus megaterium. En: Journal of Bioscience and Bioengineering.
Marzo, 2009, vol. 107, no. 3, p. 240-245.
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Adicionalmente, se resalta que Bacillus megaterium B2 alcanzé mayor turbidez
cuando se empled glicerol crudo como fuente de carbono. Se resalta la capacidad
natural de B. megaterium B2 de crecer en glicerol crudo ya que el uso de glicerol
purificado incrementa los costos del proceso productivo*’. En los ensayos

posteriores se empled glicerol crudo como fuente de carbono.

1.3.3. Cinéticas de produccion de PHB por Bacillus megaterium B2 a partir
de glicerol crudo empleando medios de sales modificados En la Figura 10,
Figura 11 y Figura 12 se muestran los perfiles de concentracion de glicerol,
biomasa y PHB para los medios de cultivo M2C ETo,1F9, M2C ETo,1F1,10 y M1C
suplementados con 20 g/L de glicerol crudo.

Figura 10. Perfiles de concentracion de glicerol para los medios M2C ETo,1Fo,
M2C ETo,1F1,10 Yy M1C suplementados con 20 g/L de glicerol crudo
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47 POSADA, John A, et al. Design and analysis of poly-3-hydroxybutyrate production processes
from crude glycerol. En: Process Biochemistry. Enero, 2011, vol. 46, no. 1, p. 310-317.

41



Figura 11. Perfiles de produccién de biomasa para los medios M2C ETo,1Fo,
M2C ETo,1F1,10 y M1C suplementados con 20 g/L de glicerol crudo
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Figura 12. Perfiles de produccién de PHB para los medios M2C ETg 1Fe, M2C
ETo,1F1,10 y M1C suplementados con 20 g/L de glicerol crudo
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Se observaron comportamientos similares en las tres variables medidas para los
medios M2C ETo,1F119 y M1C. Aunque el consumo de glicerol fue similar para los
tres medios de cultivo, se presentd una diferencia notable en la producciéon de
biomasa y PHB del medio M2C ETo,1F9 con respecto a los otros dos. Lo anterior
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indica diferencias marcadas en el metabolismo de B. megaterium B2 debido a
cambios en el medio de cultivo. Al comparar los perfiles de biomasa y PHB para
los medios M2C ETo,1F1,19 y M2C ETo,1F9 se concluyo que un exceso de Na:HPO4
favorece la produccion de biomasa, pero dicho efecto es negativo para la
produccion de PHB. La necesidad de limitacion de PO4 para el incremento de la
produccion de PHB esta acorde con lo reportado en la literatura en donde para la
cepa B. megaterium ATCC 33085, el porcentaje masico de polimero en las células
secas paso6 de 8,8% a 18,7% al disminuir la concentracion inicial de KH2PO4 de
0,2 g/L a 2 mg/L*.

La Tabla 5 muestra una comparacion de los parametros cinéticos alcanzados con
los medios M2C EToiFg9, M2C ETo1F119 ¥ M1C y con valores reportados

previamente para B. megaterium B24°,

Para los cuatro medios de cultivo se alcanzaron consumos de glicerol muy
variados, siendo el maximo 11,8 g/L para M2C ETo,1F9. Asi mismo, se observé un
aumento en el consumo de glicerol para los medios M2C ETo,1F1,19 (8,1 g/L) y M1C
(10,3 g/L) con respecto a lo reportado previamente para B2. La maxima
concentracion de PHB alcanzada para los medios M2C ETo,1F1,19 (0,9 g/L) y M1C
(0,92 g/L) son siginificativamente mayores que lo reportado para otras cepas de
Bacillus megaterium a partir de glicerol, como por ejemplo BBST4 que alcanz6 una
concentracion en cultivos en medio basal de 0,53 g/L%. Adicionalmente, las
concentraciones alcanzadas representan un aumento del 26% con respecto a lo

reportado previamente para B2 (0,72 g/L). Dicho aumento indica, entre otras

48 DE LA RUBIA, T, et al. Growth of Bacillus megaterium in phosphate-limited médium. En: Folia
microbiolégica. Febrero, 1985, vol. 31, p. 98-105.

4 MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.

%0 PORRAS, Mauricio A., et al. Bioconversion of glycerol to poly(HB-co-HV) copolymer in an
inexpensive medium by a Bacillus megaterium strain isolated from marine sediments. En: Journal of
Environmental Chemical Engineering. Febrero, 2017, vol. 5, no. 46, p 1-9.
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cosas, que una concentracién inicial mayor de glicerol favorece la produccion del

polimero.

Tabla 5. Comparacién de pardmetros cinéticos alcanzados en cultivos de
B. megaterium B2 con diferentes medios de cultivo.

Presente estudio
Parametro Moreno et al.,
2015 M2C M2C M1C
ETo1Fe | ETo1F1,19

Glicerol Consumido (g/L) 4 11,8 8,1 10,3
?él;li()lma concentracion de PHB 0.72 0,07 0.9 0,02
MaX|ma concentracion de 1.2 2.32 1.4 1,68
biomasa (g/L)

yess (9/9) 0,18 0,006 0,11 0,09

yX/S (g/g) Oi3 0’2 0717 0116

qp (g/gh) 0,026 2,3E3 0,030 0,031
% Acumulacion de PHB 37,5 2,9 39,2 35,4
Tiempo del experimento (h) 28 30 30 30

Yp/s. Rendimiento producto sustrato

Yx/s- Rendimiento biomasa sustrato

qp: Productividad volumétrica de PHB

Un comportamiento similar fue observado para Bacillus megaterium R11 en donde
la concetracion alcanzada de PHB aumento 6,9 veces cuando la concentracion
inicial de fuente de carbono se incrementd 6,7 veces; aunque un mayor aumento
de la fuente de carbono generé una disminucién en la produccién de PHB®.
Adicionalmente, para los medios M2C ETo1F119 ¥y M1C se lograron mayores

productividades volumétricas de polimero que lo reportado para B. megaterium

51 ZHANG, Youhong, et al. Polyhydroxybutyrate production from oil palm empty fruit bunch using
Bacillus megaterium R11. En: Bioresource Technology. Noviembre, 2013, vol. 147, p. 307-314.
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B2. Aunque la maxima produccion de PHB se alcanzé para el medio M1C, esta
diferencia no es significativa con respecto a la produccion alcanzada con el medio
M2C ETo1F119, el cual alcanzd6 mayores valores para los parametros yp/s Y
porcentaje de acumulacién. Por lo anterior se seleccioné el medio M2C ETo,1F1,19
para los ensayos posteriores de produccion de PHB. La formulacién del medio de

cultivo se presenta en la Tabla 6.

Tabla 6. Formulacion del medio de cultivo propuesto para la produccién de
PHB empelando Bacillus megaterium B2

Componente Unidad Cantidad
Glicerol crudo g/L 20
NazHPO4 g/L 1,19
KH2PO4 g/L 15
MgSOa4 g/L 0.01
(NH4)2S04 g/L 1
Elementos Traza* mL/L 0,1

* La formulacién se presenta en la Tabla 2

1.3.4. Adaptacion de B. megaterium B2 al medio de sales seleccionado Se
construy6é una curva de crecimiento de la cepa en caldo nutritivo con 7.6 g/L de
glicerol crudo (CN 7.6 GC) con el fin de determinar la duracién de la fase de
latencia, fase exponencial y fase estacionaria. Los ensayos se realizaron por
duplicado en Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de volumen de trabajo. Los
resultados de la curva de crecimiento bajo estas condiciones se muestran en la

Figura 13.
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Figura 13. Curva de crecimiento de Bacillus megaterium B2 en caldo
nutritivo con 7.6 g/L de glicerol crudo
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Se observé una fase de latencia de 4 horas, una fase de crecimiento exponencial
desde la hora 4 hasta la hora 8 de cultivo y una fase estacionaria desde la hora 8
hasta la hora 14 de la fermentacion. La hora 6 de cultivo corresponde al punto
medio de la fase de crecimiento exponencial y por lo que se considerd esta hora
como el punto en el que la cepa esta mas activa metabdlicamente. Se selecciond
la hora seis del cultivo como el punto de parada para inocular fermentaciones

posteriores.

Una vez determinado el punto medio de la fase exponencial para el medio de
reactivacion, se procedio a realizar los cultivos sucesivos en el medio de sales
propuesto. La Figura 14 muestra el recuento de células viables para cultivos con
diferentes concentraciones de glicerol crudo empleando el medio de sales
propuesto.
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Figura 14. Recuento de células viables para cultivos en el medio de sales
propuesto para diferentes concentraciones de glicerol crudo
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Se observé un incremento en el numero de células viables para cada
concentracion de glicerol, con respecto al nimero de células en el tiempo cero.
Para la mayoria de los casos, el incremento fue de hasta tres unidades en la
escala logaritmica. Para todas las concentraciones el punto medio de la fase
exponencial se alcanz6 a las 6 horas, excepto para la concentracién de 20 g/L, en
la cual fue alcanzado a las 12 horas. Adicionalmente se observo que la mayor
concentracion de UFC fue alcanzada para la concentracion de 20 g/L de glicerol;
lo que mostr6 una adaptacién satisfactoria del microorganismo a esta
concentracion de glicerol crudo con el medio de cultivo seleccionado. La cepa
adaptada fue crio preservada y se emple6 en los ensayos posteriores de

produccion de PHB.
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1.4. CONCLUSIONES

Se demostré que Bacillus megaterium B2 no presenta inhibiciébn de crecimiento
debido a concentraciones de glicerol crudo de 20 g¢/L alcanzandose
concentraciones de hasta 1,0¥108 UFC/mL en medios de sales.

Se identific6 que los elementos traza pueden ser inhibitorios del crecimiento
microbiano por lo que su formulacion es de vital importancia al momento de

seleccionar y modificar medios de cultivo.
Altas concentraciones de fosfato acido de sodio tienen un efecto negativo sobre la
produccion de PHB por Bacillus megaterium B2, por lo que se recomienda realizar

estudios que determinen con exactitud la influencia de este componente.

Se propuso un nuevo medio de sales modificado para la produccion de PHB a

partir de glicerol crudo empleando Bacillus megaterium B2.
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2. ESTUDIO DE LA INFLUENCIA DE LA CONCENTRACION DE N, Y O2 EN LA
PRODUCCION DE PHB

Resumen:

Las cinéticas microbianas se ven influenciadas por diversas variables quimicas y
fisicas. Factores nutricionales, operacionales y de fendmenos de transporte
generan variaciones en el metabolismo de los microorganismos®?, por lo que estos
deben ser evaluados en cada bioproceso. Las variables mas estudiadas en la
produccion de PHB por diferentes microorganismos son la concentracion de
sustrato, minerales, fésforo, nitrégeno y oxigeno®? % %, siendo las dos Ultimas las
de mayor importancia debido a la sinergia que se presenta en microorganismos
aerobios. En este capitulo se presentan los resultados para el segundo objetivo
del trabajo de maestria: Estudiar el proceso de produccion de PHB a partir de
glicerol empleando B. megaterium B2 bajo condiciones de exceso y limitacién de
nitrégeno y oxigeno. Se realiz6 un disefio factorial 32 teniendo como variables
independientes la concentracion de oxigeno disuelto (OD) en el medio y la relacién
carbono-nitrégeno (C/N). Los experimentos fueron realizados en un biorreactor
con volumen de trabajo de 4 litros, control de pH en 7 y temperatura en 34 °C. La
concentracion de oxigeno se controld0 mediante variacion automatica de las
revoluciones del agitador. Asi mismo se varié manualmente el flujo de aire cuando
fue requerido. La méxima concentracion de PHB (1,6 g/L) se alcanzé para la

condicion de OD = 3,5 mg/L y C/N = 40 mostrando un comportamiento atipico con

52 DUTTA, Rajiv. Fundamentals of Biochemical Engineering. New York: Springer Berlin Heidelberg,
2008, 292 p. ISBN: 978-3-540-77900-1.

53 GAHLAWAT, Geeta y SRIVASTAVA, Ashok K. Estimation of Fundamental Kinetic Parameters of
Polyhydroxybutyrate Fermentation Process of Azohydromonas australica Using Statistical
Approach of Media Optimization. En: Applied Biochemistry and Biotechnology. Noviembre, 2012,
vol. 168, no. 5, p. 1051-1064.

5 MOKHTARI-HOSSEINI, Zahra B., et al. Statistical media optimization for growth and PHB
production from metanol by a methylotrophic bacterium. En: Bioresource Technology. Abril, 2009,
vol. 100, no. 8, p. 2436-2443.

SNIKEL, Pablo I., et al. Poly(3-hydroxybutyrate) synthesis from glicerol by a recombinant
Escherichia coli arcA mutant in fed-batch microaerobic cultures. En: Applied Microbiology and
Biotechnology. Enero, 2008, vol. 77, no. 6, p. 1337-1343.
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respecto a otras cepas de B. megaterium. Adicionalmente se analiz6 la influencia
de las variables sobre parametros cinéticos como yy, s, Yp/x Y Yx/s» €ncontrandose

una relacion entre estos y las variables de entrada.
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2.1. INTRODUCCION

Experimentalmente se ha observado que la produccién de PHB por cepas de
Bacillus megaterium se ve favorecida por la limitacibn de nutrientes o la baja
disponibilidad de oxigeno en el medio de cultivo, manteniendo un exceso de
fuente de carbono. Aunque dichas condiciones favorecen la produccion del
biopolimero, una limitacion temprana de nutrientes puede generar esporulacién o

limitacion del crecimiento microbiano®® 57 58,

Dos aspectos de especial importancia son la limitacién de nitrégeno y de oxigeno
cuyos efectos pueden explicarse mediante el analisis del ciclo metabdlico para la
sintesis y degradacioén de PHB (Ver Figura 15).

En la Figura 15 se aprecia el Acetil-CoA como metabolito clave, el cual puede
iniciar el ciclo de la respiracion celular, la produccion de PHB o la produccion de
acetato: En ausencia de fuente de nitrégeno, el microorganismo productor de PHB
no puede sintetizar efectivamente aminoacidos, por lo que se inhibe la produccion
de biomasa. El exceso de energia generado en la respiracion celular es entonces

empleado en la produccion de PHB.

% OMAR, S., et al. Optimization of cell growth and poly(3-hydroxybutyrate) accumulation on date
syrup by a Bacillus megaterium strain. En: Biotechnology Letters. Julio, 2001, vol. 23, no. 14, p.
1119-1123.

57 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Optimization of C : N ratio and minimal initial carbon
source for poly(3-hydroxybutyrate) production by Bacillus megaterium. En: Journal of Chemical
Technology and Biotechnology. Junio, 2009, vol. 84, no. 12, p. 1756-1761.

8 LOPEZ, Jimmy A., et al. Biosynthesis of PHB from a New Isolated Bacillus megaterium Strain:
Outlook on Future Developments with Endospore Forming Bacteria. En: Biotechnology and
Bioprocess Engineering. Abril, 2012, vol. 17, no. 2, p. 250-258.
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Figura 15. Ciclo de la sintesis y degradacion de PHB
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Fuente: Modificado de Babel et al., 2001

Por otra parte, la limitacién de oxigeno dificulta el ciclo de la respiracion celular por
lo que el microorganismo emplea energia en la produccion de PHB como
estrategia de almacenamiento de fuente de carbono®°. El andlisis del metabolismo
de la produccion de PHB, muestra que al ser B. megaterium un microorganismo
aerobio hay un efecto combinado entre las concentraciones de oxigeno y

nitrégeno en el medio de cultivo sobre la produccién de PHB.

Se ha reportado que una relacion C/N de 37,2 en B. megaterium BBST4 es
considerada como limitante de la fuente de nitrdgeno y favorece la produccion de
PHB®C. Por otra parte, las relaciones C/N de 9,43 para B2 y 16 para DSM32

permitieron trabajar en condiciones de exceso, siendo aplicada la limitacion a la

% BABEL, Wolfgang, et al. Physiology, Regulation, and Limits of the Synthesis of Poly(3HB). En:
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology. Mayo, 2001, vol. 71, p. 125-157.

80 NARANJO, Javier M., et al. Valorization of glycerol through the production of biopolymers: The
PHB case using Bacillus megaterium. En: Bioresource Technology. Abril, 2013, vol. 133, p. 38-44.

52



disponibilidad de oxigeno con el fin de maximizar la concentracion de PHB®! 62, La
limitacion de la fuente de nitrégeno fue también explorada para la cepa BA-019
encontrandose que una relacion C/N inicial de 25 en exceso de oxigeno, favorece
la produccion de PHB y observandose limitaciones en el crecimiento para

relaciones C/N mas altas®3.

De forma similar, la producciéon de PHB se ve fuertemente influenciada por la
disponibilidad de oxigeno disuelto (OD) en el medio de cultivo durante la
fermentacion® . En contraste con otros microorganismos, como Cupriavidus
necator, el cual, acumula en promedio 50% de PHB manteniendo un nivel minimo
del OD de 30%%° ¢/, estudios indican que limitar la disponibilidad de oxigeno en el
medio de fermentacion (OD de 10%) es conveniente para favorecer la
acumulacion del PHB en Bacillus megaterium. Se ha observado
experimentalmente que las células de Bacillus megaterium acumulan PHB debido

al estrés creado por la limitacion del oxigeno en el medio®8.

61 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Influence of oxygen transfer rate on the accumulation of
poly(3-hydroxybutyrate) by Bacillus megaterium. En: Journal of Chemical Technology and
Biotechnology. Marzo, 2013, vol. 48, no. 3, p. 420-425.

52 MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.

63 KULPREECHA, Songsri, et al. Inexpensive fed-batch cultivation for high poly(3-hydroxybutyrate)
production by a new isolate of Bacillus megaterium. En: Journal of Bioscience and Bioengineering.
Marzo, 2009, vol. 107, no. 3, p. 240-245.

64 CASTILLO, Tania, et al. Oxygen supply strongly influences metabolic fluxes, the production of
poly(3-hydroxybutyrate) and alginate, and the degree of acetylation of alginate in Azotobacter
vinelandii. En: Process Biochemistry. Julio, 2013, vol. 48, no. 7, p. 995-1003.

% MORALEJO-GARATE, Helena, et al. Impact of oxygen limitation on glycerol-based biopolymer
production by bacterial enrichments. En: Water Research. Marzo, 2013, vol. 47, no. 3, p. 1209-
1217.

6 KHANNA, Shilpi, SRIVASTAVA, Ashok K. Statistical media optimization studies for growth and
PHB production by Ralstonia eutropha. En: Process Biochemistry. Mayo, 2005, vol. 40, no. 6, p.
2173-2182.

67 PATWARDHAN, Pallavi y SRIVASTAVA, Ashok K. Fed-batch cultivation of Wautersia eutropha.
En: Bioresource Technology. Abril, 2008, vol. 99, no. 6, p. 1787-1792.

% PANDIAN, Sureshbabu RamKumar, et al. Optimization and fed-batch production of PHB utilizing
dairy waste and sea water as nutrient sources by Bacillus megaterium SRKP-3. En: Bioresource
Technology. Enero, 2010, vol. 101, no. 2, p. 705-711.
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La acumulacion intracelular de PHB se ve también afectada por la disponibilidad
de oxigeno. Se reporté para B. megaterium DSMZ 90 que la acumulacion
disminuye de 52% (OD: 1-3%) a 18% (OD: 10%)%. Asi mismo, para Bacillus
megaterium DSM 32T se reporté que fijando un valor inicial para el coeficiente
volumétrico de tranferencia de masa (kLa) de kia = 0.006 s se logra la mejor
produccion de PHB a partir de sacarosa, siendo este un valor intermedio entre los

evaluados experimentalmente?®.

Aunque el coeficiente de transferencia de masa es un factor importante en el
proceso de escalado de un proceso microbioldgico, no es constante durante la
fermentacion’?, por lo que en algunos casos se prefiere fijar una concentracion de

oxigeno disuelto en el medio.

Debido a las variadas condiciones empleadas para la produccion de PHB con
diferentes cepas de Bacillus megaterium, con respecto a la disponibilidad de
nitrégeno y oxigeno en cultivos Batch, es necesario realizar un estudio especifico
para la cepa nativa B2, con el fin de esclarecer la influencia de estas variables

sobre el proceso realizado con esta cepa.

6 SABRA, W. y ABOU-SEID, D.M. Improving Feeding Strategies for Maximizing
Polyhydroxybutirate Yield by Bacillus megaterium. En: Research Journal of Microbiology. Mayo,
2008, vol. 3, no. 5, p. 308-318.

0 FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Influence of oxygen transfer rate on the accumulation of
poly(3-hydroxybutyrate) by Bacillus megaterium. En: Journal of Chemical Technology and
Biotechnology. Marzo, 2013, vol. 48, no. 3, p. 420-425.

T GARCIA-OCHOA, Felix y GOMEZ, Emilio. Bioreactor scale-up and oxygen transfer rate in
microbial processes: An overview. Review. En: Biotechnology Advances. Marzo-Abril, 2009, vol. 27,
no. 2, p. 153-176.
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2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Microorganismo y medio de cultivo Se empleé la cepa Bacillus
megaterium B2 crio preservada posterior a la adaptacion descrita ...en la seccion
1.3.4... El medio de cultivo empleado fue el medio de sales modificado como se
describe ...en la seccion 1.3.3... y cuya formulacién se muestra en la Tabla 6. La
concentracion de sulfato de amonio se varié de acuerdo con los experimentos a

realizar.

2.2.2. Condiciones de cultivo Los experimentos fueron realizados en un
biorreactor BioFlo Celligen 115 (New Brunswick) con un volumen total de 7,5 litros
y un volumen de operacion de 4 litros. Se emple6 un porcentaje de indculo del 5%.
La temperatura y el pH se controlaron en 34 °C y 7 respectivamente. El control de
pH se realiz6 mediante la adicion de solucion de KOH 2 M. El oxigeno disuelto fue
controlado y se fij6 el valor minimo permitido en el medio de cultivo. Todos los
experimentos iniciaron con 100% de saturacion de O2 en el medio de
fermentacion, un flujo de aire de 1 L/min y 200 rpm de agitacion. Se permitio la
variacion automatica de las revoluciones dentro del rango de 200 rpm a 600 rpm
con el fin de homogeneizar el OD. El flujo de aire se vari6 manualmente cuando
fue requerido. Las fermentaciones se realizaron por duplicado durante 48 horas
con una toma de muestra cada 4 horas para la medicion de glicerol, PHB, biomasa

y nitrégeno.

2.2.3. Métodos analiticos Las mediciones de concentracion biomasa, PHB,
glicerol y nitrégeno se realizaron siguiendo los procedimientos descritos ...en la

seccion 1.2.3...
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La concentracibn de oxigeno disuelto fue medida mediante un sensor
polarogréafico InPro 6800 conectado en linea al biorreactor. La estimacion de la
concentracion se realizd mediante calibracion previa del sensor, determinandose
la maxima concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo estéril en 7 mg
O2/L.

2.2.4. Influencia de la concentracion de N2 y Oz en la concentracion maxima
de PHB Se realiz6 un disefio experimental factorial multinivel para estudiar el
efecto de la concentracion de nitrégeno y de la concentracibn minima de oxigeno
disuelto en el medio de cultivo, en la produccion de PHB. El efecto de la

concentracion de nitrégeno se estudio en funcién de la relacion carbono nitrégeno.

Los intervalos de las variables se seleccionaron de acuerdo con los valores
maximos y minimos reportados en la literatura para cepas de Bacillus megaterium.
El disefio experimental para la evaluacion de la influencia de la concentracion de

N2y Oz se muestra en la Tabla 7.

Tabla 7 Disefio de experimentos para la evaluacion de la influencia de la

concentracion de N2y Oz

Relacién Carbono / Nitrégeno
Factores
[9 C/gN]
Niveles 10 25 40
Concentracién minima de 0,35 -1,-1 0,-1 1,-1
Oxigeno disuelto [mg/L] 1,75 -1.0 0,0 1,0
3,5 -1,1 0,1 1,1

El orden en el cual se desarroll6 el disefio de experimentos con el fin de garantizar

aleatoriedad se muestra en la Tabla 8.
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Tabla 8. Orden de ejecucién del disefio experimental factorial multinivel para
el estudio de la influencia de la relacion C/N y el OD sobre la produccion de
PHB

Montaje | Bloque C/N ,O,D
Minimo
1 1 -1,0 1,0
2 1 0,0 -1,0
3 1 0,0 0,0
4 1 -1,0 0,0
5 1 0,0 1,0
6 1 1,0 0,0
7 1 -1,0 -1,0
8 1 1,0 1,0
9 1 1,0 -1,0
10 2 -1,0 1,0
11 2 0,0 -1,0
12 2 0,0 0,0
13 2 -1,0 0,0
14 2 0,0 1,0
15 2 1,0 0,0
16 2 -1,0 -1,0
17 2 1,0 1,0
18 2 1,0 -1,0

Como variable de respuesta se tomé la maxima concentracion alcanzada de PHB
durante la fermentaciéon. Se selecciond esta variable debido a que se busca la
maxima produccion de polimero. No se seleccionaron variables como el
rendimiento producto sustrato, el cual mide la eficiencia de la fuente de carbono o
la productividad volumétrica la cual mide la velocidad de formacion del producto de

interés, debido a que el glicerol es un sustrato econémico y a que aun no se tiene
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un estimado de los costos operacionales del proceso. Adicionalmente, se realiz6
un analisis descriptivo de las curvas de produccion de biomasa y PHB y de
consumo de glicerol y nitrogeno con el fin de determinar relacion con las variables
C/N y OD. El andlisis estadistico de los resultados del disefio de experimentos fue
realizado mediante ANOVA, con ayuda del software Statgraphics Centurion XVI

version de prueba (Statgraphics).

2.2.5. Influencia de la concentracion de N2 y O2 sobre pardmetros cinéticos
de la produccion de PHB a partir de glicerol Se estimaron los valores de
rendimientos instantaneos (yp/s, Yp/x Y Yxss)» Productividad volumeétrica qp Yy
porcentaje de acumulacion de PHB en el punto de maxima concentraciéon de PHB

para cada condicion evaluada. Los rendimientos instantaneos se definen como:

g PHB producido

Yo/s = g glicerol consumido
_ g PHB producido
Yo/x = 4 biomasa producida
g biomasa producida
Vx/s =

g glicerol consumido

La productividad volumétrica y el porcentaje de acumulacion de PHB fueron

estimados segun las siguientes ecuaciones:

_ g PHB producido
ar = Volumen de medio x Hora

g PHB producido
g PHB producido + g biomasa producida x

% Acumulacion = 100
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Influencia de la concentracion de N2 y Oz en la concentracion méaxima
de PHB Las cinéticas de consumo de nitrégeno, glicerol y produccién de biomasa
y de PHB bajo las 9 condiciones probadas se muestran en las Figura 16, Figura 17

y Figura 18.

Tanto el oxigeno como el nitrdgeno pueden ser sustratos limitantes del proceso, lo
cual se concluyo del analisis de las cinéticas de consumo de glicerol. En general,
una mayor disponibilidad de nitrégeno se ve reflejada en un mayor consumo de
sustrato. Para la condicién C/N = 10 se tuvo consumo total de sustrato en las tres
condiciones de oxigeno (Ver Figura 16), mientras que para C/N = 25 so6lo en dos
(Ver Figura 17) y para C/N = 40 sélo en una condicién (Ver Figura 18). Este
comportamiento puede explicarse desde el punto de vista metabdlico ya que el N2
es empelado en la formacion de biomasa. Por otra parte, el comportamiento del
oxigeno como sustrato limitante depende de la disponibilidad de nitrégeno en el
medio. Para la condicion con exceso de nitrégeno (C/N = 10) se observa que a
medida que se incrementa la disponibilidad de oxigeno se da un consumo mas
rapido de glicerol, por lo que el oxigeno fue el limitante del proceso (Ver Figura
16). Sin embargo, para las condiciones C/N = 25 y C/N = 40, dicha relacién no es
directa y aunque se observan velocidades altas de consumo de glicerol, no se
alcanza el consumo completo de este sustrato para todas las condiciones debido
principalmente al agotamiento temprano de la fuente de nitrdgeno. Estos
resultados reafirman la sinergia entre estas dos variables y la importancia de su

estudio simultaneo.
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Figura 16. Cinéticas de produccién de PHB para larelacion C/N 10 y todas
las condiciones de OD

a. C/N:10 OD: 0,35 mg/L
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Figura 17. Cinéticas de produccion de PHB para la relacion C/N 25 y todas
las condiciones de OD

a. C/N: 25 OD: 0,35 mg/L
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Figura 18. Cinéticas de produccion de PHB para la relacion C/N 40 y todas
las condiciones de OD

a. C/N: 40 OD: 0,35 mg/L
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La Tabla 9 presenta la maxima concentracion de PHB alcanzada en cada

experimento.

Tabla 9. Maxima concentracion de PHB (g/L) alcanzada en cada experimento

Relacion Oxigeno disuelto [mg/L]
CIN 0,35 1,75 35
10 0,807+0,001 | 1,387+0,069 | 1,577+0,035

25 0,582+0,011 | 0,597+0,009 | 1,048+0,089

40 0,593+0,139 | 0,692+0,051 | 0,831+0,144

La maxima concentracion de PHB se alcanz6 para la condicion C/N = 10 y
OD = 3,5 con un valor de 1,577 + 0,035 g/L. Este valor representa un incremento
del 33% con respecto a la maxima concentracién de PHB reportada anteriormente
para Bacillus megaterium B272 y es mayor que el valor de 1,14 g/L reportado para
la cepa BBST4 a partir de glicerol puro’. La Tabla 10 muestra el analisis de
varianza para la concentracion de PHB.

El andlisis de varianza muestra que los efectos de los factores concentracion de
oxigeno (A), relacion carbono nitrogeno (B) y las interacciones AB y BB tiene
efecto significativo sobre la produccion de PHB puesto que el valor del estadistico
P es menor a 0,05 para un intervalo de confianza del 95%. Asi mismo, los factores

mostrados en la tabla Anova describen la variabilidad de los datos en un 91,8%.

2 MORENO, Paalo, et al. Influence of nutritional and physicochemical variables on PHB production
from raw glicerol obtained from a Colombian biodiesel plant by a wild-type Bacillus megaterium
strain. En: New Biotechnology. Diciembre, 2015, vol. 32, no. 6, p. 682-689.
® PORRAS, Mauricio A., et al. Bioconversion of glycerol to poly(HB-co-HV) copolymer in an
inexpensive medium by a Bacillus megaterium strain isolated from marine sediments. En: Journal of
Environmental Chemical Engineering. Febrero, 2017, vol. 5, no. 46, p 1-9.
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Tabla 10. Analisis de varianza para la concentracion de PHB

Sumade Gl Cuadrado Razén | Valor-
Fuente Cuadrados Medio -F P

A:Oxigeno 0,1202 1 0,120245 7,35 | 0,0202
B:CN 0,2796 1 0,279555 17,1 | 0,0017
AA 0,0007 1 0,000674 0,04 | 0,8428
AB 0,1325 1 0,1325 8,1 0,0159
BB 0,2289 1 0,228894 14 0,0033
Error total 0,1799 11 0,0163505
Total (corr.) 2,18138 17

R?=0,918
La Figura 19 muestra el diagrama de Pareto para la produccion de PHB.

Figura 19. Diagrama de Pareto estandarizado para la produccion de PHB
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El diagrama de Pareto muestra que la relacion carbono — nitrégeno tiene un mayor

efecto sobre la produccion de PHB que la concentracion de oxigeno y la

interaccidon entre estas dos variables. La Figura 20 muestra los contornos de la

superficie de respuesta estimada para la maxima concentracion de PHB.
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Figura 20. Contornos de la superficie de respuesta estimada para la maxima
concentracion de PHB
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Los resultados presentados en la Tabla 9 y Figura 20 muestran que Bacillus
megaterium no necesita una limitacion de nitrégeno ni de oxigeno para la
produccion de PHB en cultivos Batch con el medio de cultivo empleado, dentro del
rango estudiado. Dicho resultado se debe a que una limitacion temprana de estos
sustratos restringe el crecimiento celular y por lo tanto la produccion de PHB. Por
otra parte, en la formulacion del medio de cultivo se emplean concentraciones
bajas de hierro, el cual es necesario para el transporte de oxigeno al interior de la
célula, por lo que, aunque este sustrato esté disponible, se pudo haber limitado su
ingreso a las células. Resultados similares fueron obtenidos para otras cepas de
Bacillus megaterium, en donde la produccion de PHB se da asociada al
crecimiento y se alcanzaron las mayores producciones de PHB para condiciones

de no limitacion™ 75 76,

74 ZHANG, Youhong, et al. Polyhydroxybutyrate production from oil palm empty fruit bunch using
Bacillus megaterium R11. En: Bioresource Technology. Noviembre, 2013, vol. 147, p. 307-314.

S PANDIAN, Sureshbabu RamKumar, et al. Optimization and fed-batch production of PHB utilizing
dairy waste and sea water as nutrient sources by Bacillus megaterium SRKP-3. En: Bioresource
Technology. Enero, 2010, vol. 101, no. 2, p. 705-711.

8 OMAR, S., et al. Optimization of cell growth and poly(3-hydroxybutyrate) accumulation on date
syrup by a Bacillus megaterium strain. En: Biotechnology Letters. Julio, 2001, vol. 23, no. 14, p.
1119-1123.
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2.3.2. Influencia de la concentracién de N2> y O, sobre parametros cinéticos

de la produccion de PHB a partir de glicerol

La Figura 21 muestra los diagramas de Pareto estandarizados obtenidos, tomando

como variable de respuesta los rendimientos v, s, ¥p/x Y Vx/s-

Figura 21. Diagramas de Pareto estandarizados para los rendimientos a. y, s,
b. yp/x y C. yx/s

T T T T T T
O —/ +
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El rendimiento producto sustrato se ve influenciado positivamente por la
concentracion de oxigeno disuelto en el medio, presentando curvatura dentro del
rango estudiado de OD. No hay influencia considerable de la concentracion de

nitrogeno ni de interaccion Nz - Oz (Ver Figura 21. a.).

Comportamiento contrario es observado para el rendimiento producto biomasa en
donde sélo la concentracion de nitrogeno tiene un efecto considerable,
presentandose un fuerte efecto de curvatura con respecto a esta variable (Ver
Figura 21. b.). Para este caso, la relacion C/N tiene una influencia negativa sobre
el rendimiento y, ., lo que significa que una disponibilidad de nitrbgeno permite
obtener rendimientos mayores. Finalmente, el rendimiento y, , se ve influenciado
positivamente por la concentracion de oxigeno y la relacién carbono nitrégeno. Se
observa ademas que se presenta una curvatura fuerte con respecto a la
concentracion de oxigeno y una débil con respecto a la relacion C/N (Ver Figura
21.c.).

Los resultados del andlisis de datos muestran que los rendimientos obtenidos para
estos paradmetros dependen de los valores de C/N y OD empelados. Cabe
destacar que para los rendimientos 1y, /s, ¥,/x, asociados con la produccion y
acumulacion de polimero, la influencia de la concentracion de oxigeno es positiva,
mientras que la de C/N es negativa, lo cual confirma que Bacillus megaterium no
requiere limitacion de nitrégeno u oxigeno para la produccion de PHB en cultivos
Batch.

La Figura 22 muestra los diagramas de Pareto estandarizados para a.

Productividad volumétrica y b. Porcentaje de acumulacién de PHB.

Solo la concentracion de oxigeno tiene una influencia positiva sobre la
productividad volumétrica del proceso (Ver Figura 22. a.), mientras que el

porcentaje de acumulacion de PHB depende principalmente de la relacion carbono
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nitrégeno empleada (Ver Figura 22. b.). Tanto la productividad volumétrica como el
porcentaje de acumulacion de PHB se ven favorecidos por una alta disponibilidad

de nitrégeno y oxigeno cuando se realizan cultivos en modo Batch.

Figura 22. Diagramas de Pareto estandarizados para a. Productividad
volumétricay b. Porcentaje de acumulacion de PHB

[ —
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2.4. CONCLUSIONES

La produccién de PHB a partir de glicerol crudo se ve favorecida por la
disponibilidad de oxigeno y nitrégeno cuando se realizan cultivos de Bacillus
megaterium B2 en modo Batch, empleando el medio de sales. La mayor
produccion de PHB se alcanzo6 para una relacion C/N = 10 y una concentracion de

oxigeno disuelto de 3,5 mg/L..

Las modificaciones realizadas al medio y las condiciones de cultivo permitieron un
incremento del 33% en la produccién de PHB en comparacion con los valores

reportados para esta cepa.
Parametros como los rendimientos y, s, ¥p/x Y Yx/s. 1@ productividad volumeétrica y

el porcentaje de acumulacién también se ven favorecidos por la disponibilidad de

oxigeno y nitrégeno en el medio de cultivo.
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3. DESARROLLO DE METODOLOGIA PARA CULTIVO TIPO FED-BATCH DE

Bacillus megaterium B2

Resumen

Entre las estrategias usadas para incrementar la productividad de los procesos
microbiolégicos se encuentra la modificacion de los modos de operacién de los
cultivos”’. Los tres modos de operacion de mayor uso son: Batch, Fed-Batch y
Continuo’®. Cada modo de operacién presenta ventajas y desventajas por lo que
su aplicacién depende del bioproceso a realizar. Por ejemplo, el cultivo Fed-Batch
permite evitar inhibicion por sustrato o agotamiento de este, incrementando la
productividad del proceso’. Con el fin de mantener la concentracién deseada de
sustratos, se debe estimar los flujos de alimentacién y para esto una estrategia
empleada es la simulacion del proceso a partir de modelos matematicos obtenidos
para cultivos Batch®. En este capitulo se presentan los resultados del tercer
objetivo de la presente tesis de maestria: Disefiar e implementar una estrategia de
alimentacion Fed-Batch para la produccion de PHB a partir de glicerol empleando
Bacillus megaterium B2 a escala laboratorio. Se desarrollé6 un modelo matematico
gue permite describir y predecir la variacion de biomasa, PHB, oxigeno, glicerol y
nitrogeno en cultivos Batch y Fed-batch. Se planted una expresion para la
velocidad especifica de crecimiento teniendo como sustratos limitantes el oxigeno,
el glicerol y el nitrégeno. El proceso de produccion de PHB se describidé con base

en la ecuacién de Luedeking-Piret y se incluyé un término para el consumo del

7 PATNAIK, Pratap R. Response coefficient analysis of a fed-batch bioreactor to disolved oxygen
perturbation in complementary cultures during PHB production. En: Journal of Biological
Engineering. Marzo, 2008, vol. 2, no. 4.

8 MACAULEY-PATRICK, Sue y FINN, Beverley. Modes of Fermenter Operation. En: MCNEIL,
Brian y HARVEY, Linda M. Practical Fermentation Technology. Wiley, 2008, 402 p. ISBN: 978-0-
470-01434-9.

® SHULER, Michael y KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering Basic Concepts. 2 ed. Prentice Hall,
2002, 553 p. ISBN: 0-13-081908-5

80 GAHLAWAT, Geeta y SRIVASTAVA, Ashok K. Model-Based Nutrient Feeding Strategies for the
Increased Production of Polyhydroxybutyrate (PHB) by Alcaligenes latus. En: Applied Biochemistry
and Biotechnology. Octubre, 2017, vol. 183, no. 2, p. 530-542.
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polimero. Los pardmetros se estimaron utilizando los datos obtenidos en
fermentaciones Batch. Se simularon dos procesos con cultivo en modo Fed-Batch,
obteniéndose como resultado que la mayor concentracion de PHB (2,79 g/L) se
alcanza para un proceso con limitacion de oxigeno. El mismo comportamiento se
observo experimentalmente, lograndose una concentracion de 2,47 g/L de PHB.
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3.1. INTRODUCCION

En las dltimas cuatro décadas, el PHB ha despertado el interés de la industria
guimica y de diferentes centros de investigacion. A pesar de los esfuerzos, el alto
costo de produccion impide la masificacion de la produccion de este biopolimero.
Debido a esto, se han planteado diferentes estrategias con el fin de disminuir los
costos en la fabricacion de PHB, entre ellas, el uso de modificaciones genéticas,
busqueda de sustratos econdmicos, optimizacion de medios de cultivo y la

aplicacion de diferentes modos de operacion®.

Dentro de los modos de operacion desarrollados para procesos fermentativos, los
tres mas estudiados son el cultivo Batch, Fed-Batch y continuo®. Cada modo de
operacion posee ventajas y desventajas, lo cual hace que su aplicacion dependa
de cada cultivo en especifico. El cultivo Batch hace referencia a un recipiente
cerrado en donde se tiene una carga inicial de nutrientes, sin cambio de volumen
durante la fermentacion®. El proceso termina cuando se alcanza una de las
siguientes condiciones: agotamiento de los nutrientes o inhibicién por producto,
después de un determinado periodo de tiempo o una vez alcanzada la
concentracion deseada de producto. Dentro de sus ventajas se destaca la
simplicidad, baja probabilidad de falla de los instrumentos, produccion de

metabolitos secundarios y baja probabilidad de contaminacion. Por otra parte,

81 PATNAIK, Pratap R. Response coefficient analysis of a fed-batch bioreactor to disolved oxygen
perturbation in complementary cultures during PHB production. En: Journal of Biological
Engineering. Marzo, 2008, vol. 2, no. 4.

82 MACAULEY-PATRICK, Sue y FINN, Beverley. Modes of Fermenter Operation. En: MCNEIL,
Brian y HARVEY, Linda M. Practical Fermentation Technology. Wiley, 2008, 402 p. ISBN: 978-0-
470-01434-9.

83 SHULER, Michael y KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering Basic Concepts. 2 ed. Prentice Hall,
2002, 553 p. ISBN: 0-13-081908-5
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algunas desventajas del cultivo en modo Batch son el envejecimiento del cultivo, la

variabilidad de un cultivo a otro y la inhibicién por producto o sustrato®*.

Por otra parte, en el cultivo continuo los microorganismos son alimentados
constantemente con medio fresco, mientras que el medio fermentado y las células
son removidas. Esta técnica se emplea para crear un ambiente con menos
fluctuaciones de nutrientes, células o biomasa. Entre sus ventajas se encuentra la
posibilidad de controlar la productividad y velocidad de crecimiento, mayores
periodos productivos y una mayor facilidad para analizar la influencia de los

factores ambientales a los que se exponen los microorganismos®.

Los cultivos Fed-Batch poseen caracteristicas en comun con el cultivo Batch y
continuo. Los cultivos Fed-Batch empiezan como un cultivo Batch y después de un
determinado tiempo inicia la alimentacion de uno o varios nutrientes. EIl modo de
operacion Fed-Batch fue desarrollado para prolongar los cultivos en modo Batch,
controlando la concentracion de los sustratos limitantes, la velocidad especifica de
crecimiento y por lo tanto la demanda de oxigeno y otros nutrientes; por lo que se
pueden adecuar tanto para la produccion de metabolitos primarios como
secundarios. Su principal desventaja que, en ausencia de un sistema de control en
linea de la concentracion de sustratos limitantes, se debe determinar con

anticipacion los flujos de alimentacion?®®.

En la Tabla 11 se presentan las producciones de PHB reportadas para diferentes
cepas de Bacillus megaterium en diferentes modos de operacion; mostrando que

las mayores producciones de PHB han sido reportadas en cultivos Fed-Batch.

84 MACAULEY-PATRICK, Sue y FINN, Beverley. Modes of Fermenter Operation. En: MCNEIL,
Brian y HARVEY, Linda M. Practical Fermentation Technology. Wiley, 2008, 402 p. ISBN: 978-0-
470-01434-9.

85 |bid.

86 |bid.
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En la Tabla 11 se observa que las mayores concentraciones de PHB reportadas
son 41,58 g/L y 30,5 g/L para la cepa BA-019 en cultivo en modo Fed-Batch. Para
la cepa DSMZ90 se reportdé una produccion de 5,3 g/L, mostrando que las tres
mayores concentraciones fueron alcanzadas en modo Fed-Batch, por lo que este
tipo de cultivo se muestra como una opcién prometedora para el incremento de la

concentracion de PHB en cultivos de Bacillus megaterium B2.

Tabla 11. Producciones de PHB reportadas para diferentes cepas de Bacillus
megaterium para cultivos Batch y Fed-Batch

Autor Cepa Sustrato Modo PHB g/L
Omar et al., 2001 sp Jarabe de détil | Batch 0,85
Sabra y Abou-Zeid, 2008 DSMZ90| Sacarosa Fed-Batch 53
Faccin et al., 2009 DSM32 | Sacarosa Batch 1,4
Kulpreecha et al., 2009 BA-019 | Melaza de cafa| Fed—Batch] 30,5
Lopez et al., 2012 BBST4 | Glicerol puro Batch 3,4
Naranjo et al., 2013 BBST4 | Glicerol puro Batch 4,8
Kanjanachumpol et al., 2013| BA-019 | Melaza de cafial Fed-Batch| 41,58
Faccin et al., 2013 DSM32 | Sacarosa Batch 3,3
Moreno et al., 2015 B2 Glicerol crudo | Fed—Batch| 2,06

Sin embargo, las producciones mas altas de PHB por cepas de Bacillus
megaterium han sido reportadas para procesos que emplean azucares como

fuente de carbono (Sacarosa y Melaza de cafia). La mayor produccion de PHB a
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partir de azlcares, en comparacién con la alcanzada con otros sustratos, se

puede esperar ya que estos son sustratos de facil asimilacion.

El factor clave en los cultivos Fed-Batch es la determinacion de los flujos de
alimentacion. Una estrategia para el célculo de los flujos de alimentacion es la
simulacién del proceso a partir de un modelo matematico. Las cinéticas
microbianas pueden ser descritas por cuatro tipos de modelos: modelos
segregados si consideran cada célula individualmente, no segregados si
consideran el conjunto como un todo, estructurados si se considera constante la
concentracion interna de la célula y no estructurados si se considera variable la

concentracion interna de la célula®’.

Aunque los modelos estructurados y segregados permiten un mayor
entendimiento de los procesos internos que ocurren en las diferentes rutas
metabdlicas, los modelos no estructurados y no segregados son preferidos
frecuentemente debido a su menor costo computacional, logrando muy buenas
descripciones de los metabolitos y nutrientes cuantificados. El eje principal de los
modelos no estructurados y no segregados es la ecuacion que describe la
velocidad especifica de crecimiento microbiano, la cual es funcion de el o los

sustratos limitantes del proceso®.

En la literatura se reportan mas de 11 modelos mateméticos no estructurados, no
segregados que describen la produccién de PHB por diferentes cepas bacterianas
y a partir de diferentes sustratos. Los modelos encontrados en la literatura
incluyen el efecto de maximo dos sustratos limitantes y so6lo uno de ellos
contempla el efecto de la concentracion de oxigeno sobre la velocidad especifica
de crecimiento. La Tabla 12 muestra las expresiones usadas para la velocidad

especifica de crecimiento, para diferentes procesos de produccion de PHB.

87 SHULER, Michael y KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering Basic Concepts. 2 ed. Prentice Hall,
2002, 553 p. ISBN: 0-13-081908-5
88 |bid.
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Tabla 12. Expresiones para la velocidad especifica de crecimiento usadas
para diferentes procesos de produccion de PHB

Autor Fuente de Microorganismo Velocidad especifica de crecimiento
carbono
S S;" ( K, )
= * *
H=bm\ks, +5.) \s7 k2 ) "\K, + 5,
Gahlawat y . S,0\°
Srivastava, 2017 | Sacarosa | Alcaligenes latus . <1 _ (S_) )
m
. Bacillus sm 0
Moreno, 2015 Glicerol megaterium U= [y * <S" T KD + 0T KO>
S NT S,
“:“’”<K +s)* N+ K} *(5 +5)
Gahlawat y Sacarosa Azohydromonas s NS om
Srivastava, 2013 australica o1 ( N )
Nin
Faccin et al., Sacarosa Bacillus _ N
2012 megaterium K=l N
Penloglou et al., Sacarosa | Azohydromonas _ N/S
2012 lata W=t s +N/S
Glucosa,
Pirouz et al., fructosa y Azotobacter (1 B i)
2011 suero de beijerinckii H=Hm R
leche
S
. H=Um
Mahmoudi et al., | Glucosay | Hydrogenophaga Ks+S
2010 Fructosa pseudoflava R
rneli-2)
m
Somashekara et Sacarosa Bacillus flexus (1 - i)
al., 2009 K= \" "R,
N n
[ ()
.. u HUma K.+ N + Hma2 N n
Patwardhan y Fructosa Cupriavidus N 1+ (_)
Srivastava, 2008 necator K
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Tabla 12. Continuacion

Autor Fuente de Microorganismo Velocidad especifica de crecimiento
carbono
P S
Acido L o/
P X
Wang et al., 2007 | butiricoy Cupriavidus U=y ———2—
necator S,
fructosa Ks; +°°/x
X o
s N™
" :“m<Ks"+S")*<Nm+K;V”>
L Sy
Khannay Fructosa Cupriavidus * (1 — (—) )
Srivastava., 2006 necator 5;\7 q
1 —_ [ —
* ( (Nm) )
N n
[ ()
) ) o i\ + Um2 N "
Raje y Srivastava | Cupriavidus N 1+ ( )
1998 necator Kz
N/S\™
(-6G))
Ny,

Se observa en la Tabla 12 que la mayoria de los modelos han sido desarrollados

para cepas Gram negativas como Cupriavidus necator, sin embargo, se destaca el

uso generalizado de dos expresiones base que componen las expresiones de la

velocidad especifica de crecimiento:

Ecuacion tipo Moser

Ecuacion tipo Monod

Donde:

S: concentracion de sustrato

Sn
S"+ K

S + K

Ks,n: parametros cinéticos %°

8 SHULER, Michael y KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering Basic Concepts. 2 ed. Prentice Hall,

2002, 553 p. ISBN: 0-13-081908-5
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Debido a la sinergia existente entre el oxigeno y el nitrdgeno y a que, bajo
condiciones especificas la fuente de carbono puede ser el sustrato limitante del
proceso, se desarroll6 un modelo matematico no estructurado, no segregado que
contempla la influencia de estos tres sustratos sobre el proceso de produccion de
PHB por Bacillus megaterium B2 a partir de glicerol crudo. El modelo desarrollado

fue empleado posteriormente para el disefio de cultivos Fed-Batch.
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3.2. MATERIALES Y METODOS

3.2.1. Microorganismo y medio de cultivo Se empleé la cepa Bacillus
megaterium B2 crio preservada posterior a la adaptacion descrita ...en la seccion
1.3.4...El medio de cultivo empleado fue el medio de sales modificado como se
describe ...en la seccién 1.3.3... y cuya formulacion se muestra en la Tabla 6. Se
empled una relacion carbono nitrogeno de 10 ya que en esta condicidén se alcanz6

la mayor concentracion de PHB.

3.2.2. Condiciones de cultivo Los experimentos fueron realizados en un
biorreactor BioFlo Celligen 115 (New Brunswick) con un volumen total de 7.5 litros
y un volumen de operacion de 4 litros. Se empled un porcentaje de inoculo del 5%.
La temperatura y el pH se controlaron en 34 °C y 7 respectivamente. El control de
pH se realiz6 mediante la adicion de solucion de KOH 2 M. Todos los
experimentos iniciaron con 100% de saturacion de Oz en el medio de
fermentacion, un flujo de aire de 1 L/min y 200 rpm de agitacion. Se fij6 un valor
minimo de oxigeno disuelto de acuerdo con los experimentos realizados y se
permitid la variacion automatica de las revoluciones dentro del rango de 200 rpm a

600 rpm con el fin de realizar el control.

Se prepararon soluciones para la alimentacion de glicerol y nitrégeno,
denominadas soluciones Fed-Batch. Se diluy6 glicerol crudo en agua destilada
hasta alcanzar una concentracion de 500 g/L de glicerol. Cuando se requirio la
adicion simultanea de nitrégeno, se agrego sulfato de amonio a la solucion hasta

alcanzar 17 g/L de N.

Las fermentaciones se realizaron por duplicado durante 48 horas con una toma de

muestra cada 4 horas para la medicion de glicerol, PHB, biomasa y nitrégeno.
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3.2.3. Métodos analiticos Las mediciones de concentracion biomasa, PHB,
glicerol y nitrégeno se realizaron siguiendo los procedimientos descritos ...en la

seccion 1.2.3...

La concentracibn de oxigeno disuelto fue medida mediante un sensor
polarogréafico InPro 6800 conectado en linea al biorreactor. La estimacion de la
concentracion se realiz6 mediante calibracion previa del sensor, determinandose
la maxima concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo estéril en 7 mg
O2/L.

3.2.4. Cultivo en modo Batch Se tomd como experimento en modo Batch aquel
con la mayor concentracion de PHB, segun los resultados descritos ...en la

seccion 2.3.1...
3.2.5. Modelado y simulacion del proceso
La variacion de la concentracion de un sustrato o de un metabolito en cultivos

Batch puede ser entendida en funcion de las velocidades de generacion y de

consumo:

Variacién de Velocidad de Velocidad de
concentracion| = | generacion | —| consumo
en el tiempo de la especie de la especie
dy; .
P Tyen — Teon Ecuacion 1

Donde y; corresponde a cada variable medida durante la fermentacion

(Masa/Volumen) y 7., Y 7.on SON las velocidades de generacion y consumo de la

sustancia (Masa/Volumen*Tiempo), respectivamente.
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Debido a que las células actian como catalizadores del proceso, se puede
reescribir la Ecuacion 1 en funcién de una velocidad especifica de variacion de la

sustancia y la concentracion de células:

@ =q; %X Ecuacion 2
dt ql
Dode g; es la velocidad especifica de variacion de la sustancia (1/Tiempo) y x es
la concentracién de biomasa (Masa/Volumen). El término q; puede ser positivo o

negativo dependiendo si la sustancia se esta generando o consumiendo.

3.25.1. Balance de biomasa La variacion en la concentracion de biomasa

sin considerar muerte celular puede ser descrita por la Ecuacion 3:

Variacion de Biomasa] . [Velocidad especif ica] , [Concentracion de ]
en el tiempo de crecimiento Biomasa

dx L,
i U* X Ecuaciéon 3

Donde:

u:Velocidad especifica de crecimiento (1/h) x:Concentracién de biomasa (g/L)

3.2.5.2. Balance de PHB La variacion de la concentracion de PHB en el
medio de cultivo es un balance entre la generaciébn de PHB asociada y no
asociada al crecimiento y el consumo de PHB por parte del microorganismo en
ausencia de fuente de carbono. Podemos describir por lo tanto la variacién de la

concentracion de PHB de acuerdo con la Ecuacion 4:

.o Generacion Generacion .,
Variacion Concentracion
de PHB en | = de PHB de PHBno | _ Consumo] de

, asociada al asociada al de PHB .

el tiempo L . biomasa
crecimiento crecimiento
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dP g
r -G rx= (Yp/xu+kp —f(S))x Ecuacion 4
Donde:
., g . (o Ly g
P:Concentracion de PHB (Z) qp: velocidad especifica de variacion de PHB gTh

Yp/x: Rendimiento producto biomasa (%) f(S): término de consumo de PHB (gJ%h)

k,: constante de formacion de producto no asociado al crecimiento ( h)
g *

3.2.5.3. Balance de glicerol EI glicerol es consumido para el crecimiento
celular, la formacién de producto y el mantenimiento celular. La Ecuacion 5

corresponde al balance general de sustrato:

Variacion Consumo Consumo de Constante Concentracion
de glicerol| _ [ | de glicerol | | glicerolno | _ de . de
enel asociado al asociado al . ]
) o o mantenimiento biomasa
tiempo crecimiento crecimiento
ds U dp .,
—=qs*xx=|—5——c——mg |x Ecuacion 5
dt Yx/ Yp/
S s
Donde:

S: Concentracién de glicerol (%) qs:velocidad especifica de variacién de glicerol (%)

Yx/s: Rendimiento biomasa sustrato (%) Yp /o Rendimiento producto sustrato (%)

my: constante de mantenimiento ( h)
g *

3.2.5.4. Balance de nitrégeno Al ser el PHB un producto no nitrogenado, la

variacion de nitrégeno en el cultivo puede describirse segun la Ecuacion 6.
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Variacion Consumo

de nitrégeno e de nitrégeno ~ C ons;;::nte . Concerclit;”aaon
enel asociado al . .
. L. mantenimiento biomasa
tiempo crecimiento
dN u .,
—=qy*x=|— —my |x Ecuacion 6
dt Yx/
N
Donde:

N: Concentracion de nitrogeno (%) Ya Rendimiento biomasa/nitrégeno (%)

qn: velocidad especifica de variacion de nitrogeno (g!i h)

mg: Constante de mantenimiento celular (gg%h)

3.2.5.5. Balance de oxigeno Aunque el oxigeno disuelto en el medio de cultivo
fue controlado, este vario libremente desde el inicio de la fermentacion hasta el
punto en que alcanzo6 el minimo establecido. Por lo tanto, se plante6 un balance
para la concentracion de oxigeno disuelto, el cual es valido desde el inicio de la
fermentacion, hasta alcanzar el minimo de oxigeno disuelto. La variacién de la
concentracion de oxigeno tiene en cuenta la transferencia de oxigeno debido a la
agitacion y aireacion durante la fermentacion. La Ecuacion 7 describe la variacion

libre de oxigeno disuelto en el medio de cultivo®.

Variacion . Consumo Consumo
de oxigeno Velocidad de de oxigeno de oxigeno no Concentracion
= |transferencia| + i 9 - g de
enel , asociado al asociado al .
. de oxigeno .y . biomasa
tiempo crecimiento crecimiento

% MAVITUNA, Ferda y SINCLAIR, Charles G. Modelling the Kinetics of Biological Activity in
Fermentation Systems. En: MCNEIL, Brian y HARVEY, Linda M. Practical Fermentation
Technology. Wiley, 2008, 402 p. ISBN: 978-0-470-01434-9.
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d0, -
ke kpa * (Cg* - Coz) + (kg *pu—ksg)*x Ecuaciéon 7

Donde:

0,: Concentraciéon de oxigeno (mg/L)

kia: Coeficiente volumétrico de transferencia de masa (1/h)

Cy4: Concentrcién maxima de oxigeno disuelto en el medio de cultivo (mg/L)
Co,: Concentracién de oxigeno disuelto en el medio de cultivo (mg/L)

k,: Constante de consumo de oxigeno asociado al crecimiento (mg/L)

ke: Constante de consumo de oxigeno no asociado al crecimiento (mg/(L * h))

3.2.5.6. Estimacién de los parametros cinéticos La estimacion de los
valores de los parametros cinéticos se realizd en dos etapas: primero mediante

analisis de las cinéticas obtenidas y finalmente mediante optimizacion matematica.

Para la optimizacion de los parametros cinéticos, se construyé un algoritmo
empleando el software MATLAB R2017b (MathWorks) en donde se minimiz6 el
error de las concentraciones estimadas con respecto a los valores experimentales.
Se empleé la funciébn ODE45 para la solucién de las ecuaciones diferenciales y el

optimizador fmincon para la estimacion de los pardmetros.

Se planteé como funcion objetivo de la optimizacion el porcentaje de error relativo
entre las concentraciones experimentales y las calculadas mediante el modelo. La

Ecuacion 8 muestra la funcion objetivo empleada:

o |Ci; — Cij g
Fobj = ———% 100 Ecuacion 8
il
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Donde C;; y C; ; son respectivamente, los valores experimentales y predichos por el
modelo de la especie j (Biomasa, PHB, glicerol, nitrégeno, oxigeno y velocidad de

crecimiento) en el punto experimental i, respectivamente.
3.2.6. Estrategia de cultivo Fed-Batch basada en simulacion

Para el cultivo en modo Fed-Batch se tiene una corriente de alimentacion de
entrada al proceso. Durante la fermentacion no se retira medio de cultivo del
reactor (Se considera despreciable el volumen de muestreo), por lo que el cambio
de volumen en el fermentador depende sélo de la corriente de ingreso. El balance

global del proceso se muestra en la Ecuacion 9:

Flujo volumétrico Flujo volumétrico Variacién de volumen
de entrada - de salida = en el tiempo
al reactor del reactor
dv
Fentrada — Fstiida = E
dv i
F=— Ecuacion 9
dt
Donde: V:volumen del medio (L) F: flujo de alimentacion (L/h)

Debido al incremento en el volumen, los balances de masa de los sustratos y los
metabolitos deben ser construidos teniendo en cuenta el volumen variable y el
flujo de entrada al proceso. El balance general para cualquier especie puede ser
entendido en funcion de las velocidades de generacion y de consumo y de las

tasas de flujo masico:
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Velocidad de

Variacién Velocidad de Velocidad de
L entrada de
demasa |=| generacion |—| consumo |+
. : . masa de la
en el tiempo de la especie de la especie .
especie

d

Vyi _
dt - Vrgen - Vrcon + Fiyi - inx + FiYi

3.2.6.1. Balance de biomasa Sin considerar muerte celular y teniendo en
cuenta una alimentacion estéril, la Ecuacion 10 describe el balance general de la

variacion de biomasa en el medio:

— = uxV E i6n 10
il cuacion

Desarrollando el término de la izquierda, se obtiene la variacion de la

concentracion de biomasa en términos del factor de dilucion (Ecuacion 11):

de+ av 7 de+ — dx F
ac " Far T ag T a "7 p*

dx g
—=(u—D)x Ecuacion 11
dt

Donde

. _Fn o .
D: Factor de diluciéon = v (E) u: velocidad especifica de crecimiento (1/h)

x: concentraciéon de biomasa (g/L)

3.2.6.2. Balance de glicerol El balance en modo Fed-Batch para la
concentracion de glicerol se obtiene de forma similar al de biomasa, pero teniendo
en cuenta el flujo de alimentacion. La Ecuacion 12 describe el balance general de

la variacion de sustrato en el medio:
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dvs .
- qsxV + FS, Ecuacion 12

Donde S,: Concentracién de glicerol en la corriente de alimentacion (g/L)

Desarrollando el término de la izquierda obtenemos la variacion de la

concentracion de glicerol en términos del factor de dilucion (Ecuacién 13):

VdS+SdV— V +FS VdS+SF— V+FS dS+SF— +FS
ac ' Var B, 0 dt ~ as* o g vy T BTy
dS— +FS SF dS— + DS, —SD

ds L
7¢ = 0sX +D(S, —S) Ecuacién 13

3.2.6.3. Balance de nitrégeno De forma similar obtenemos el balance para la
variacion de nitrégeno (Ecuacion 14):

dVN dN av dN
TZQNxV—i_FNo VE"'NE:QN)CV-FFNO VE-FNF:(]NXV-FFNO
dN+NF— +FN dN— +FN NF dN— + DN ND
ac Ty T Ty te T avx Ty e m Y, ac v TP
dN .
;= anx+ D(N, — N) Ecuacién 14

Donde N,: Concentracién de nitrogeno en la corriente de alimentaciéon (g/L)

3.2.6.4. Balance de PHB EIl balance para la concentracion de producto se

muestra en la Ecuacién 15:

87



dVP— |74 V P+PdV— |74 VdP+PF— |74
ac  1¥ dt ac  IP¥ dt = ar¥
dP L F dP oF
dt AR ac _ 1P¥
dpP .,
— =qgpx — PD Ecuacion 15
dt
3.2.6.5. Cultivo en modo Fed-Batch Se disefaron dos cultivos en modo

Fed Batch con el fin de aplicar limitacion de fuente de nitrdgeno u oxigeno al
cultivo. Los cultivos se iniciaron en modo Batch y se buscé mantener constante la
concentracion de glicerol una vez esta disminuy6é a un valor de 8 g/L mediante
alimentacion de la solucion Fed-Batch. Se fij6 esta concentracion de glicerol con el
fin de evitar el agotamiento de la fuente de carbono y porque para ese punto ya se
habia producido un 80% de la biomasa total del experimento en modo Batch.

El flup de alimentacion de solucién Fed-Batch fue calculado mediante la

simulacion del cultivo. Se simularon dos procesos Fed-Batch:

Fed-Batch 1: Una vez alcanzada una concentracion de 8 g/L de glicerol se inicié
adicién de glicerol crudo con el fin de mantener este valor constante. La
concentracion minima de OD se fij6 en 3,5 mg/L durante todo el experimento. No
se adicion6 fuente de N2. A esta estrategia se le llamé Fed—Batch con limitacién
de nitrogeno.

Fed-Batch 2: Una vez alcanzada una concentracion de 8 g/L de glicerol se inicio
la adicion de solucion Fed-Batch con el fin de mantener este valor constante y se
cambio el set point de concentracion de oxigeno de 3,5 mg/L a 0,35 mg/L. La
concentracion de Nz en la solucion Fed—Batch fue calculada previamente con el fin
de mantener su concentracién constante en el medio de cultivo. A esta estrategia

se le llamo6 Fed—Batch con limitacion de oxigeno.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Cultivo en modo Batch La Figura 23 muestra la cinética obtenida para la
produccion de PHB por Bacillus megaterium B2 para una relaciéon C/N = 10 y
OD = 3,5 mg/L.

Figura 23. Cinética de produccién de PHB por Bacillus megaterium B2 para
unarelacion C/N=10y OD = 3,5 mg/L.
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Con respecto a la produccion de biomasa, no se observa una fase de latencia en
la curva de crecimiento del microorganismo, lo que indica que esta tuvo una
duracion menor a 4 horas. Aunque el crecimiento exponencial se dio sélo durante
las primeras 8 horas del proceso, la maxima concentracion de biomasa se alcanzo
a la hora 28 del proceso, con un valor de 3,27 g/L. El consumo de glicerol inici6
desde la hora cero del proceso, hasta la hora 32 cuando se dio el agotamiento
total del mismo. El consumo de nitrdgeno se dio durante el mismo intervalo de

tiempo que el de glicerol, permaneciendo un remanente de 0,12 g/L de nitrégeno,
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lo que equivale al 16% del nitrégeno agregado. Este comportamiento indica que el
nitrogeno no es asimilado por el microorganismo en ausencia de fuente de

carbono.

La produccion de PHB siguié un comportamiento similar que la produccién de
biomasa, pero su maximo se alcanzé a las 36 horas de cultivo. La produccion de
PHB observada posterior al cese de produccion de biomasa muestra que el
biopolimero es generado por B2 tanto asociado como no asociado al crecimiento,
convirtiéndolo en un metabolito mixto. La formacion de PHB se dio en un 87%
asociado al crecimiento y en un 13% no asociado al crecimiento. Dicho
comportamiento indica ademas que se presentd un consumo de sustrato para la
formacién de producto no asociado al crecimiento. Se observa un consumo de
PHB a partir de la hora 36, provocado por el agotamiento de la fuente de carbono
y el cual es empelado principalmente para el mantenimiento celular y la formacién

de esporas®?.

La concentracion de oxigeno disuelto alcanzé los 3,5 mg/L a las doce horas de
cultivo, momento a partir del cual se mantuvo constante por accion del sistema de

control del biorreactor.

3.3.2. Modelado y simulacién del proceso

3.3.2.1. Balance de biomasa Para la determinacion de la funcidon que
describe velocidad especifica de crecimiento se calcularon los valores

experimentales de velocidad especifica de crecimiento mediante la Ecuacién 16:

% BABEL, Wolfgang, et al. Physiology, Regulation, and Limits of the Synthesis of Poly(3HB). En:
Advances in Biochemical Engineering/Biotechnology
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_1dx

= Ecuacion 16
x dt

U

Se determiné una funcion tal que x = f(t) y esta se derivd para calcular los
valores de dx/dt. Se emplearon los valores de f'(t) mayores a cero para el
célculo de la velocidad especifica de crecimiento. Los calculos se muestran en la
Tabla 13.

Tabla 13. Célculo de la velocidad especifica de crecimiento empleando la
Ecuacion 16.

Hora/Biomasa (g/L) |dx/dt (g/LhY) | u (h?)
0 0,0000 0,2079 In*
4 0,8302 0,2116 0,2549
8 1,6316 0,1845 0,1131
12 2,2788 0,1370 0,0601
16 2,7223 0,0852 0,0313
20 2,9709 0,0410 0,0138
24 3,0662 0,0087 0,0028

* Indeterminado

Como se observa en la Tabla 13 la funcion empleada para el ajuste de biomasa vs
tiempo pasa por el punto (0,0) por lo que la velocidad especifica queda
indeterminadapara las cero horas. Debido a esto se emplearon los valores de la
hora 4 a la 24 para los céalculos posteriores. Como sustratos limitantes del
crecimiento de Bacillus megaterium B2 se seleccionaron la concentracion de
glicerol, nitrégeno y oxigeno. Sin fuente de carbono o nitrégeno, el
microorganismo es incapaz de construir los aminoacidos necesarios para la
formacion de proteinas. Por otra parte, al ser Bacillus megaterium un
microorganismo estrictamente aerobio, una limitacion de oxigeno afecta

negativamente su crecimiento. Se graficé la velocidad especifica de crecimiento vs
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la concentraciébn de cada sustrato para determinar la relacibn matematica. La
Figura 24 muestra la variacion de la velocidad especifica de crecimiento en

funcion de los sustratos limitantes.

Figura 24. Variacién en la velocidad especifica de crecimiento en funcién de
los sustratos limitantes: a. Glicerol, b. Oxigeno y c. Nitrégeno
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Se observa que, para el nitrégeno y glicerol, la variacion de la velocidad especifica

de crecimiento tiene una tendencia exponencial. Este comportamiento puede ser
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descrito por la ecuacion de crecimiento de Moser®?. Para el caso del oxigeno, la
gréfica tiene una forma caracteristica de la ecuacion de Monod. Por lo tanto, se
construyo la funcion de la velocidad especifica de crecimiento teniendo en cuenta

los aportes de los tres sustratos limitantes, como se muestra en la Ecuacién 17:

= *( S )*( 0, )* N, Ecuacion 17
K=bm* o ks) "o, v+ k,) T\, + Ky

Donde:

Um: Velocidad maxima especifica de crecimiento (1/h)

S: concentracion de glicerol (g/L) 0,: concentracion de oxigeno (mg/L)
N,: concentracion de nitrégeno (g/L)  n, m:constantes empiricas

Ks, Ky: constantes empiricas (g/L) K,: constante de Monod (mg/L)

La Ecuacién 17 se compone del aporte de 4 factores: el primero es la constante de
velocidad maxima de crecimiento y los tres restantes son el aporte de los sustratos
limitantes. Las constantes n y m dan efecto de curvatura a la funcion de Moser, el
cual se puede apreciar en la Figura 24. a. y Figura 24. c. Las constantes K, Ky y
Ky, indican que tan limitante es el sustrato sobre el crecimiento del
microorganismo®. A medida que el valor de dichas constantes tiende a cero, el
término para el respectivo sustrato tiende a uno, por lo que se puede decir que no
es limitante del proceso. Por el contrario, a medida que el valor de las constantes
aumenta, el valor de la velocidad especifica de crecimiento disminuye, por lo que
el respectivo sustrato es limitante. Fisicamente, los valores bajos de las

constantes K, Ky Y K, indican afinidad del microorganismo por el sustrato.

92 SHULER, Michael y KARGI, Fikret. Bioprocess Engineering Basic Concepts. 2 ed. Prentice Hall,
2002, 553 p. ISBN: 0-13-081908-5

% FOGLER, H. Scott. Elements of Chemical Reaction Engineering: Pearson New International
Edition. 4 ed. Pearson, 2013, 880 p. ISBN: 9781292026169.
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Los parametros de la Ecuacién 17 se estimaron de tal forma que se redujera el
error con los valores de u experimentales, calculados con la Ecuacién 16. Los
valores calculados a partir de la Ecuacion 17 se denominaron u teérico. La Tabla
14 muestra los parametros cinéticos de la velocidad especifica de crecimiento del

microorganismo calculados para la Ecuacion 17.

Tabla 14. Parametros cinéticos asociados a la velocidad especifica de
crecimiento

Parametro| Valor Unidad
Um 1,4 h1
n 1,8 -
K 1,6 gL?
K, 1 mg L
Ky 1,6 gL?
n 2,1 -

La Tabla 15 muestra la comparacion entre la velocidad especifica de crecimiento

tedrica y la experimental.

Tabla 15. Comparacion entre la velocidad especifica de crecimiento tedricay
experimental

1] 1
experimental | calculado

Hora P ] ]

0 0,299 0,299*

4 0,255 0,252

8 0,113 0,146
12 0,060 0,077
16 0,031 0,037
20 0,014 0,020
24 0,003 0,011

*Fijado de acuerdo con el valor tedrico

En la Tabla 15 se observa el buen grado de ajuste obtenido con la Ecuacién 17,
alcanzandose un coeficiente de correlacion de R?=0,995.
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3.3.2.2. Balance de PHB Excluyendo el término de consumo de PHB, la
Ecuacion 4 se transforma en el modelo de Luedeking-Piret®. Los parametros Yp,
y k, fueron calculados por linealizacion del modelo de Luedeking-Piret y
empleando los datos de la curva de PHB en los cuales se mantuvo produccion del
polimero (0 h — 36 h). La Tabla 16 muestra los valores calculados para los

parametros Yp Y ky:

Tabla 16. Pardmetros cinéticos asociados con la produccién de PHB

Parametro Valor Unidad
Yo, 0.1314 9g’
k, 0.0157 gg h’

Una vez agotada la fuente de carbono, no se presenta formacién de producto, por

lo que la Ecuacién 4 se reduce a la Ecuacion 18:

LdP _ (S) E j6n 18
T f cuacion

Ya que para valores de S=0 se tienen diferentes valores de la funcion, se grafico
la velocidad especifica de consumo de PHB vs el tiempo con el fin de determinar

la forma de la funcion f(S) (Ver Figura 25).

En la Figura 25 se observa que el consumo de PHB inicia desde la hora 32 con un
valor de 0,0001 (g PHB/L*h)(1/g biomasa) alcanzando un valor de 0,009 (g
PHB/L*h)(1/g biomasa) en la hora 48.

% LUEDEKING, Robert y PIRET, Edgar L. A Kinetic Study of the Lactic Acid Fermentation Batch
Process at Controlled pH. En: Journal of Biochemical and Microbiological Technology and
Engineering. Diciembre,1959, vol. 1, no. 4, p. 393-412.
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Figura 25. Consumo especifico de PHB vs tiempo
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Este comportamiento indica que a medida que la concentracion de sustrato tiende
a cero, el consumo de PHB pasa desde cero hasta 0,009 (g PHB/L*h)(1/g
biomasa) describiendo una curva inversa a la observada en la Figura 23. La forma
inversa de la funcién observada en la Figura 23 puede ser descrita por el modelo
Ratkowsky, el cual a medida que la variable tiende a cero, la funcién alcanza su
valor maximo, y a medida que el valor de la variable independiente aumenta, la
funcién tiende a cero®. Por lo tanto, el consumo de PHB en funciéon de la

concentracion de sustrato puede ser descrito segun la Ecuaciéon 19:

P ky

E = —mx Ecuacion 19

Donde:

1
ki:Velocidad maxima especifica de consumo de PHB (L J ) (—)

% RATKOWSKY, D. A., et al. Model for Bacterial Culture Growth Rate Throughout the Entire
Biokinetic Temperature Range. En: Journal of Bacteriology. Junio, 1983, vol. 154, no. 3, p. 1222-
1226.
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L
k,: constante empirica (§> k;: constante empirica

Se realiz6 una estimacion preliminar de los parametros de la Ecuacion 19,

obteniéndose los valores mostrados en la Tabla 17.

Tabla 17. Estimacion inicial de los parametros cinéticos asociados al

consumo de PHB por Bacillus megaterium B2

Parametro Valor Unidad
ky 0.00924 gg h’
k, 12.0226 Lg
ks 8.43375 ’
3.3.2.3. Balance de glicerol EI consumo de glicerol no asociado al

crecimiento se observo desde la hora 24 a la 32, tiempo en el cual la
concentracion de glicerol pasé de 3,064 g/L a 0,345 g/L sin formacién considerable
de biomasa. En este periodo de tiempo el consumo de glicerol estuvo gobernado

por los términos de la Ecuacién 20, la cual es una ecuacion de linea recta:

1dS dp .
—— = ———m Ecuacion 20
x dt Yp/s

A partir de la Ecuacion 20 y empleando los datos experimentales de la hora 24 a la

32 del proceso, se obtuvo la estimacion preliminar de los parametros de consumo

de glicerol no asociados al crecimiento, los cuales se presentan en la Tabla 18.

Tabla 18. Parametros cinéticos de consumo de glicerol no asociado al
crecimiento

Parametro Valor Unidad
Yo, 0,1068 gg’
m, 0,0 gg h'
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Una vez estimados los parametros de consumo no asociados al crecimiento, se
reorganizo la Ecuacién 5, como se muestra en la Ecuacion 21 y se calcularon los

parametros de consumo asociados al crecimiento, mostrados en la Tabla 19:

1dS
I | (—L—ms> Ecuacion 21
x dt Yp/s Yx/s

Tabla 19. Parametros cinéticos de consumo de glicerol asociados al
crecimiento

Parametro Valor Unidad
Y/, 0,4256 ag’
m 0,0 g g'1 h'

3.3.2.4. Balance de Nitrégeno Se linealiz6 la Ecuacién 6 y los pardmetros
fueron estimados por ajuste grafico. La estimacion inicial de los pardmetros

asociados al consumo de nitrdgeno se muestra en la Tabla 20.

Tabla 20. Parametros cinéticos asociados al consumo de nitrégeno

Parametro Valor Unidad
Y/ 6,9315 gg’
my 0.0021 gg h’

3.3.2.5. Balance de Oxigeno La estimacion inicial de los parametros
asociados al consumo de oxigeno se realizé mediante optimizacibn matematica
debido a la no linealidad de la Ecuacion 7. Solo se tuvo en cuenta datos de las
primeras doce horas de cultivo ya que a partir de alli el oxigeno disuelto se
mantiene constante por accion del sistema de control del reactor. La Tabla 21

muestra los valores iniciales calculados:
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Tabla 21. Estimacion preliminar de los parametros cinéticos asociados al
consumo de oxigeno

Parametro Valor Unidad
Cq 7 mg/L
kya 0,6 h'
k, 6,6862 mgg
ke 0,0584 mgg h'
3.3.2.6. Optimizacion de los parametros cinéticos En la Tabla 22 se

puede observar que la mayoria de los parametros obtenidos mediante
optimizacibn matematica mantienen el mismo orden de magnitud que los
calculados analiticamente, por lo que se mantiene el sentido fisico del valor. Se
destaca ademas que el parametro k, relacionado con la produccion de PHB no
asociada al crecimiento, mantiene su valor positivo. Esto es una ventaja del
modelo desarrollado con respecto a otros modelos reportados en literatura en
donde se sacrifica el sentido fisico del parametro con el fin de aumentar el grado

de ajuste del modelo®.

Tabla 22. Parametros cinéticos estimados para la produccién de PHB por
Bacillus megaterium B2 a partir de glicerol

Parametro | Estimacién Inicial OV’“.'°'T Post | idad
ptimizacién
o 1,4 1,3263 ht
n 1,8 1,8233 i
K 1,6 1,9000 gL?
K, 1 0,7718 mg L
Ky 1,6 1,1805 gL?
n 2.1 22488 -
Yo, 0,1314 0,2749 gg’

% FACCIN, Debora Jung Luvizetto, et al. Modeling P(3HB) production by Bacillus megaterium. En:
Journal of Chemical Technology and Biotechnology. Marzo, 2012, vol. 87, no. 3, p. 325-333.
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Tabla 22. continuacion

Parametro | Estimacion Inicial 0‘;:';:222?;“ Unidad
ky 0,0157 0,0089 gg h'
ky 0,0092 0,0215 gg'h’
k, 12,0226 13,5553 Lg
ks 8,434 7,2237 ‘

Yay, 0,4256 0,2154 ag’
Yp/ 0,1068 0,3488 gg’
mg 0,00 0,0065 gg' h’
Yx/, 6,93 5,3616 gg’
my 0,002 0,0007 gg h’
k,a 0,6 0,5807 h'

ks 6,686 8,2965 mgg
ke 0,058 0,2777 mgg h’

La Figura 26 muestra la comparacion de los datos experimentales con la cinética

obtenida a partir del modelo matematico.

Figura 26. Comparacion entre los datos experimentales y los simulados para
la produccion de PHB por B. megaterium B2 Las lineas continuas
corresponden a los datos simulados y los marcadores a los datos experimentales.
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Se puede apreciar la adecuada descripcion de los datos experimentales por parte
del modelo propuesto y de los fendmenos observados. Se logra la adecuada
descripcion del consumo de PHB en ausencia de fuente de carbono. No se
presentan valores negativos para ninguna concentracion y el aumento de la

concentracion de biomasa cesa una vez se agota la fuente de nitrégeno.

La Figura 27 presenta la comparacion entre los datos experimentales y los

simulados para la velocidad especifica de crecimiento.

Figura 27. Comparacién de los datos experimentales y simulados de la
velocidad especifica de crecimiento
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La similitud entre los datos simulados y los experimentales para la velocidad
especifica de crecimiento confirmd el correcto planteamiento de la funcion descrita

en la Ecuacién 17.
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Finalmente, la Tabla 23 presenta los coeficientes de correlacién (R?) entre los
datos experimentales y los simulados para cada variable. Todos los valores fueron

superiores a 0,89 mostrando el grado de ajuste alcanzado con el modelo.

Tabla 23. Coeficiente de correlacion R? entre los datos experimentales y los
simulados para cada variable

, _ o i Velocidad especifica de
Biomasa | PHB | Glicerol | Nitrogeno | Oxigeno o
Crecimiento

0,944 10,979 | 0,993 0,987 0,892 0,961

3.3.3.  Estrategia de cultivo Fed — Batch basada en simulacién

3.3.3.1. Fed - Batch con limitacién de nitrégeno La Figura 28 muestra la

simulacion del cultivo Fed — Batch con limitacion de nitrégeno.

Figura 28. Simulacion del cultivo en modo Fed-Batch con limitacion de
Nitrégeno
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De acuerdo con la simulacién, la concentracion de glicerol de 8 g/L se alcanza a
las 15 horas de fermentacién, momento en el cual debe iniciarse el flujo de
alimentacion de glicerol. Se simuldo el proceso manteniendo constante la
concentracion de glicerol en diferentes valores, siendo la maxima concentracion
de PHB alcanzada muy similar para todos los casos. Tanto la curva de
concentracion de nitrogeno como la de biomasa tienen un comportamiento casi
idéntico al observado en el cultivo en modo Batch. Esto indica que una
concentracion constante de glicerol no influye significativamente en la velocidad de
consumo de nitrégeno. Adicionalmente, la concentracion maxima de biomasa
alcanzada (3,28 g/L) es muy similar a la del cultivo en modo Batch (3,18 g/L), lo

cual se debe a la no adicion de nitrégeno.

Finalmente, la curva de PHB alcanzé su maximo de 1,57 g/L a la hora 36 en el
cultivo en modo Batch. Segun la simulacion para el cultivo Fed-Batch con
limitacion de nitrégeno, se espera que la concentracion de PHB sea de 1,50 g/L a
la hora 36, punto a partir del cual continia el aumento en la concentracion de
PHB, alcanzando 1,9 g/L a las 48 horas de cultivo. Se destaca que, al no
presentarse agotamiento de la fuente de carbono, no hay consumo de polimero, lo
gue demuestra la correcta descripcidon fenomenolégica por parte del modelo

propuesto.

La Figura 29, muestra el volumen de cultivo y el flujo de alimentacién de solucion

Fed-Batch para el cultivo con limitacion de nitrégeno.
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Figura 29. Volumen de cultivo y flujo de alimentacién para el cultivo Fed-
Batch con limitacion de nitrogeno
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El flujo inicia con valores de hasta 7,4 mL/h en las primeras horas de la
alimentacion  para  posteriormente  descender  paulatinamente. Este
comportamiento indica que a medida que la fermentacion avanza, la demanda de
glicerol es cada vez menor, debido principalmente a la limitacion de fuente de
nitrégeno. El volumen final del cultivo 4,08 L, valor inferior al volumen méximo de
trabajo, por lo que el régimen de alimentacion es viable desde el punto de vista
técnico. En total se consumirian 80 mL de solucion Fed-Batch con una

concentracion de 500 g/L de glicerol.

La Figura 30 muestra los resultados experimentales del cultivo Fed-Batch con

limitacion de nitrégeno.
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Figura 30. Datos experimentales de cultivo Fed-Batch con limitacion de
nitréogeno
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Las cinéticas de produccion de biomasa y PHB presentaron un comportamiento
similar al obtenido a partir del modelo matematico. No se observé consumo de
PHB y la produccion de biomasa cesé debido al agotamiento de la fuente de
nitrégeno. La maxima concentracion de biomasa y de PHB observadas fueron de
3,46 g/L y 1,75 g/L. Por otra parte, la concentracién de glicerol se estabilizé entre
13 g/Ly 14,4 g/L y no en 8 g/L como se esperaba, sin embargo, esta diferencia no

afectd en gran medida los valores predichos de biomasa y PHB.

3.3.3.2. Fed - Batch con limitacién de oxigeno La Figura 31 muestra la

simulacion del cultivo en modo Fed-Batch con limitacion de oxigeno.
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Figura 31. Simulacion del cultivo en modo Fed-Batch con limitacion de
Oxigeno
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La concentracion de glicerol de 8 g/L se alcanza igualmente a las 15 horas de
fermentacion. A partir de ese momento inicia la alimentacion de solucion Fed-
Batch, procurando mantener constante la concentracion de glicerol. Se fijé un flujo
maximo de solucion Fed-Batch de 7 mL/h. Se estimé la concentracion de
nitrégeno en la solucidon Fed-Batch en 17 g/L con el fin de mantener constante la
concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo. Debido a la adicion de glicerol y
nitrogeno, se observdé un aumento constante en la concentracion de biomasa,

alcanzando 5,79 g/L en la hora 48 de la fermentacion.

Bajo estas condiciones, el modelo matematico predijo una concentracion maxima
de PHB de 2,79 g/L en la hora 48 del cultivo, lo cual representa un incremento del
46% con respecto a lo obtenido en la simulacién del cultivo Fed-Batch con
limitacion de nitrdgeno, indicando que la limitacién de oxigeno es una mejor opcion

para la produccion de PHB por Bacillus megaterium B2.
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La Figura 32, muestra el volumen de cultivo y el flujo de alimentacién de solucion

Fed-Batch para el cultivo con limitacidon de oxigeno.

Figura 32. Volumen de cultivo y flujo de alimentacién para el cultivo Fed-
Batch con limitacion de oxigeno

4,20 8,0

7,0

4,15 6,0
— <
= 50 5
2 4,10 40 E
=) 2
e =)
g 3,0 T

4,05 2,0

1,0

4,00 0,0

0 10 20 30 40 50
Tiempo [h]
Volumen [L] Flujo [mL/h]

Se predijo una mayor actividad metabodlica en la condicion de limitaciébn de
oxigeno, por lo que la demanda de glicerol es mayor para esta condicion. La
Figura 32 muestra que se alcanzé un volumen final de 4,2 L, lo que representa un
consumo de 200 mL de solucion Fed-Batch. Asi mismo, se observa que el flujo
inicio a las 15 horas del proceso y a partir de ahi se incremento, hasta alcanzar el
maximo de 7 mL/h a las 35 horas y se mantuvo en ese valor hasta el final de la
fermentacion.

La Figura 33 muestra los resultados experimentales del cultivo Fed-Batch con
limitacion de oxigeno.
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Figura 33. Datos experimentales de cultivo Fed-Batch con limitacion de
oxigeno
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En la Figura 33 se puede observar que la concentracion de glicerol estuvo
constante desde el inicio de la alimentacion hasta la hora 32 del proceso,
momento a partir del cual empez6 a acumularse glicerol en el medio de cultivo. Un
comportamiento similar se observa para el perfil de concentracion de nitrogeno. El
inicio del aumento de la concentracion de glicerol y nitrégeno coincide con el cese
de la produccién de biomasa y PHB. Lo anterior indica que el proceso de
produccion de biomasa y PHB se vio afectado por la influencia de una variable
diferente a la limitacion de glicerol, oxigeno o nitrdgeno. Descartando variaciones
en las condiciones operacionales como pH o temperatura, las cuales
permanecieron dentro del rango permitido, se contempla la posibilidad del
agotamiento de un macro o micronutriente necesario para el crecimiento de B.

megaterium B2.
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Los valores maximos alcanzados de biomasa y PHB fueron 5,18 g/L y 2,47 g/L
mostrando que la limitacidn de oxigeno es una estrategia mas favorable para la
produccion de PHB. Este comportamiento era previsible puesto que como se
concluyé en el capitulo 2, una gran parte del PHB se produce asociado al
crecimiento del microorganismo. El valor alcanzado de PHB representa un
aumento del 23 % con respecto a la maxima produccién de PHB reportada para

Bacillus megaterium B2 a partir de glicerol crudo®’.

% MORENO YANEZ, Paalo Andrea. Estudio de la produccion de polihidroxibutirato (PHB) por
Bacillus sp utilizando glicerol residuo de la industria del biodiesel como fuente de carbono. Tesis de
Doctorado en Ingenieria Quimica. Bucaramanga: Universidad Industrial de Santander, 2015, 141 p.
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3.4. CONCLUSIONES

El modelo mateméatico propuesto incluye la influencia de 3 sustratos que bajo
ciertas circunstancias pueden ser limitantes del crecimiento microbiano y la adicion
de un término que rige el consumo de PHB en funcién de la disponibilidad de
fuente de carbono, caracteristicas no encontradas en los modelos reportados en la
literatura hasta el momento. Adicionalmente, los parametros cinéticos estimados,
mantienen su significado fisico, especialmente los relacionados a la variacion de la

concentracion de PHB en el medio de cultivo.

El modelo mateméatico propuesto describe adecuadamente el proceso de
produccion de PHB a partir de glicerol por Bacillus megaterium B2, alcanzando un
coeficiente de ajuste promedio del modelo para todas las variables medidas en el

experimento en modo Batch de R? 0,959.

La limitacion de oxigeno en cultivos tipo Fed — Batch de Bacillus megaterium B2
es una mejor estrategia que la limitacion de nitrégeno para la produccién de PHB.
Esta diferencia se presento tanto en la simulacién del proceso como en los datos

experimentales.

Por ultimo, en el cultivo Fed-Batch con limitacion de oxigeno, el crecimiento
microbiano cesd aun cuando se tenia disponibilidad de glicerol, nitrégeno y
oxigeno. Este comportamiento puede ser debido al agotamiento de otro macro o
micro nutriente por lo que se recomienda una evaluacion mas detallada de este

fenémeno.
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CONCLUSIONES GENERALES

Se demostré6 que Bacillus megaterium B2 no presenta inhibicion de crecimiento
debido a concentraciones de glicerol crudo de 20 g/L. Adicionalmente, se
evidencio inhibicion del crecimiento microbiano y de la produccion de PHB para

altas concentraciones de elementos traza y de fosfato acido de sodio.

Se propuso un nuevo medio de sales modificado para la produccion de PHB a

partir de glicerol crudo empleando Bacillus megaterium B2.

En cultivos Batch con control de pH, aireacién y empleando el medio de sales
desarrollado, la produccion de PHB por Bacillus megaterium a partir de glicerol
crudo se ve favorecida por la disponibilidad de oxigeno y nitrogeno. Asi mismo,
parametros como los rendimientos y,, s, Yp/x Y Yx/s: | productividad volumétrica y
el porcentaje de acumulacion también se ven favorecidos por la disponibilidad de

oxigeno y nitrégeno en el medio de cultivo.

Las modificaciones realizadas al medio y las condiciones de cultivo permitieron un
incremento del 33% en la produccion de PHB en comparacién con los valores

reportados para esta cepa.

El modelo matemético desarrollado describe adecuadamente la influencia de la
concentracion de glicerol, nitrbgeno y oxigeno sobre el crecimiento del
microorganismo. Se logré un alto grado de ajuste del modelo para cultivos Batch y
una adecuada prediccion de cultivos Fed-Batch por lo que este modelo se

constituye en una herramienta para el estudio tedrico del proceso.
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