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Resumen

Titulo: Efecto de la relacion carbono/nitrégeno en la bioproduccion de polihidroxibutirato a

partir de glicerol crudo bajo condiciones de exceso y limitacion de oxigeno. *
Autores: Alexander Berbeo Lopez**, Fabian Camilo Morales Molano. **

Palabras clave: POLIHIDROXIBUTIRATO, RELACION CARBONO NITROGENO,

OXIGENO, GLICEROL CRUDO, Bacillus megaterium B2.

Descripcion:

El plastico es un elemento indispensable en la vida cotidiana, sin embargo, su excesivo uso ha
generado un problema ambiental a causa de su dificil degradacién. En la actualidad, se ha
impulsado el uso de plasticos de origen biolégico como el polihidroxibutirato (PHB); polimero
biodegradable y biocompatible con propiedades térmicas y caracteristicas similares a los
plasticos convencionales. EI PHB es producido por diferentes microorganismos, entre ellos el
Bacillus megaterium B2. Se ha utilizado glicerol residual de la industria del biodiesel (GRIB),
como fuente de carbono. En este estudio, se busca conocer el efecto que tienen la relacion
carbono - nitrégeno (C/N) y la disponibilidad de oxigeno en B. megaterium B2 sobre la
produccion de PHB en matraces de 500 ml sin control de pH. Se verificé un crecimiento celular
para la cepa adaptada a concentraciones de hasta 20 g/l de glicerol. Se observd menor velocidad
de crecimiento a mayor valor de C/N. El efecto de la relaciébn C/N no fue significativa en la
produccion de PHB en condiciones de limitacion de oxigeno mientras que el exceso de este
favorecio la produccion de biomasa. Se establecié que, para diferentes condiciones, en la hora 30
se encuentra la mayor concentracion de PHB. La mayor concentracion se da con una relacién
C/N de 30 en limitacion de oxigeno obteniendo un valor de 0.35 g/l y un rendimiento Y s de
10.75%.

*Trabajo de grado

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Director: Humberto Escalante
Hernandez, Ingeniero Quimico PhD. Codirectores: Mabel Juliana Quintero Silva, Bacteri6loga, M. Sc., Victor
Alexis Lizcano Gonzalez, Ingeniero Quimico.
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Abstract
Title: Effect of carbon/nitrogen ratio on bioproduction of polyhydroxybutyrate from crude

glycerol under oxygen excess and limitation conditions.*

Authors: Alexander Berbeo Lopez**, Fabian Camilo Morales Molano.**

Keywords: POLYHIDROXIBUTIRATE, NITROGEN CARBON RATIO, OXYGEN, CRUDE

GLYCEROL, Bacillus megaterium B2.

Description:

The plastic is an indispensable element in everyday life; however, its excessive use has generated
an environmental problem because of its difficult degradation. At present, the use of plastics of
biological origin such as polyhydroxybutyrate (PHB) has been promoted; biodegradable and
biocompatible polymer with thermal properties and characteristics similar to conventional
plastics. PHB is produced by different microorganisms, including Bacillus megaterium B2.
Residual glycerol from the biodiesel industry (GRIB) has been used as a carbon source. In this
study, we seek to know the effect of the carbon - nitrogen (C/N) ratio and the oxygen availability
in B. megaterium B2 on the production of PHB in 500 ml flasks without pH control. Cell growth
was verified for the strain adapted to concentrations of up to 20 g/l of glycerol. Lower growth
rate was observed at higher C/N value. The effect of the C/N ratio was not significant in the
production of PHB under conditions of oxygen limitation while the excess of this favored the
production of biomass. It was established that for different conditions, at the 30th hour, the
highest concentration of PHB is found. The highest concentration is given with a C/N ratio of 30

in oxygen limitation obtaining a value of 0.35 g/l and a yield Y ps of 10.75%.

*Bachelor Thesis

** Faculty of Engineering Physicochemical. School of Chemical Engineering. Director: Humberto Escalante
Hernandez, Chemical Engineer PhD. Codirectors: Mabel Juliana Quintero Silva, Bacteriologist, M. Sc., Victor
Alexis Lizcano Gonzalez, Chemical Engineer.
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Introduccion

Los plasticos sintéticos son productos derivados del petréleo los cuales se destacan por ser
ligeros, fuertes, flexibles, relativamente inertes, etc. Actualmente la produccion anual de
plasticos sintéticos es aproximadamente de 300 millones de toneladas a nivel mundial
(Zalasiewicz et al., 2016). Los plasticos sintéticos generan un problema ambiental de
acumulacién de residuos puesto que no se degradan facilmente y no se tiene un adecuado
tratamiento después de su uso (Téllez Maldonado, 2012). Las alternativas para su tratamiento
pueden ser el reciclaje, incineracion o foto degradacion; sin embargo, éstas presentan desventajas
como subproductos téxicos y alta complejidad en sus procesos (Gonzales Garcia, Meza

Contreras, Gonzales Reynoso, y Cordoba Lopez, 2013).

Debido a los problemas ambientales ocasionados por la acumulacion de plasticos sintéticos,
en los Gltimos afios se ha planteado la opcion de uso de bioplésticos (Albuquerque y Malafaia,
2018). Los bioplasticos son polimeros degradables en un corto periodo de tiempo por
microorganismos. Entre los bioplasticos mas estudiados se destaca el polihidroxibutirato (PHB)
ya que posee propiedades térmicas y caracteristicas fisicas similares a los plasticos
convencionales, es biocompatible y puede ser obtenido de fuentes renovables (Chen, Chou, Tsai,
y Wu, 2013; Mousavioun, George, y Doherty, 2012). Entre sus aplicaciones el PHB se utiliza
para el envasado de alimentos de baja calidad, en la ingenieria de tejidos y en otras aplicaciones

médicas relacionadas (Yeo, Muiruri, Thitsartarn, Li, y He, 2017).

El PHB es un poliéster alifatico lineal (Rizzarelli y Carroccio, 2014; Rodriguez Contreras,
Calafell Monfort, y Marqués Calvo, 2012) que puede ser sintetizado de tres formas distintas:

mediante la polimerizacién por apertura de anillos (Vroman y Tighzert, 2009), por medio del uso
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de plantas que sinteticen de forma natural el PHB o sean modificadas genéticamente para dicho
propdsito (Mousavioun et al., 2012) y por ultimo, siendo el caso mas estudiado, sintetizacion de
PHB por medio de fermentacién bacteriana (Ghanbarzadeh y Almasi, 2013; Lenz y
Marchessault, 2005);. En la fermentacion, el PHB es sintetizado y acumulado dentro del
microorganismo en forma de granulos. La funcion del PHB dentro de la célula es actuar como
reserva de alimento y energia en el caso de escasez de nutrientes (Pagliano, Ventorino, Panico, y

Pepe, 2017).

En la literatura se reporta que tanto bacterias Gram positivas como Gram negativas son
capaces de producir PHB. Entre las especies de bacterias mas estudiadas que sintetizan PHB
estan: Ralstonia eutropha (Zhang, Liu, Weng, Ding, y Liu, 2015), Escherichia coli (Chen et al.,
2013), Bacillus megaterium (Sudesh, Abe, y Doi, 2000) entre otras (ver Tabla 1).

Tabla 1.

Estudios de la produccion de PHB por bacterias utilizando diferentes fuentes de carbono y

sistemas de cultivo.

Fuente de Variables Sistema % de
Bacteria Autor
carbono principales de cultivo acumulacion

Glicerol crudoe  C/Ny tiempo

(Garciaetal.,
C. necator hidrolizado de de Fed-batch 55 - 60
2013)
harina de colza ~ fermentacion

Mezcla de (Fontaine,

Pseudomonas glicerol y Mosrati, y
C/N Matraz 10-57

putida octanoato o Corroler,

acidos grasos 2017)
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Glicerol de grado (Gomez
reactivo, glicerol Cardozo,
Bacillus
residual, aceite de Mora
megaterium,
palma, aceite de CIN,pHYy Martinez,
Bacillus sp. y Matraz 45.0 - 86.7
jatropha, aceite de  temperatura Yepes Pérez,
Lactococcus
castor, residuo de y Correa
lactis
aceite para fritar y Londofio,
suero. 2016)
(Kakazu, De
Glicerol crudo y Paula,
Pandoraea sp.  acido propanoico C/N Matraz 49 - 63.6 Gomez, y
0 &cido hexandico Contiero,
2017)
Halomonas  Gjycosa, sucrosa, (Tan, Wu,
TDOlysus  maltosa, fructosa CIN Matraz 69 - 82 Chen,y
derivados y glicerol. Chen, 2014)

Nota: Adaptado de Albuquerque, P. B. S., & Malafaia, C. B. (2018). Perspectives on the production, structural
characteristics and potential applications of bioplastics derived from polyhydroxyalkanoates. International Journal
of Biological Macromolecules, 107, 615-625. https://doi.org/10.1016/J.1IJBIOMAC.2017.09.026

La Tabla 1 muestra diferentes sustratos utilizados tanto residuos como puros. Los sustratos
puros mas distinguidos son la glucosa, la fructosa, el glicerol y el aceite de palma. Entre los
residuos se destacan el glicerol crudo, el aceite residuo de frituras y aguas residuales,
constatando que es posible trabajar con residuos provenientes de diferentes industrias. Las

bacterias que trabajan con dichos residuos son C. necator, Bacillus megaterium, Lactococcus
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lactis, y Pandoraea sp. El porcentaje mas alto de acumulacién de PHB se da en Bacillus
megaterium con un sistema de cultivo por matraz usando glicerol de grado de reactivo,
alcanzando un valor de 89.69% (Gomez Cardozo et al., 2016). Todos los estudios mostrados en
la Tabla 1, tienen en comdn la variable C/N corroborando que dicha relacién es la variable mas

estudiada en la bioproduccion de PHB en diferentes sustratos.

Las bacterias productoras de PHB también pueden ser clasificadas en dos grupos: En un
grupo estan las bacterias que acumulan el PHB Unicamente en la fase estacionaria de crecimiento
cuando se limita un nutriente esencial como N, P, Mg, K, O, S, mientras que en el otro grupo
estan las bacterias que acumulan la mayor parte del PHB durante el crecimiento de las mismas

(Kessler, Weusthuis, Witholt, y Eggink, 2001; Lee, 1996).

Durante la produccién microbioldgica de PHB el sustrato que usa la bacteria como fuente de
carbono es destinado para crecimiento celular, mantenimiento de la misma y para la produccion
de PHB (Moreno Yafiez, 2015). Sin embargo, los sustratos son costosos y puede representar
hasta el 40% del costo total de produccion (Choi y Lee, 1999). Una estrategia para reducir los
costos de produccion es utilizar residuos agroindustriales como fuente de carbono,
aprovechandose los subproductos de dicha industria reduciendo los costos de produccion de
PHB. Por este motivo en los ultimos afios se han investigado los residuos agroindustriales como

posible fuente de carbono para la produccién de PHB (ver Tabla 1).

Un residuo agroindustrial atractivo que actla como sustrato en la producciéon de PHB es el
glicerol residuo de la industria del biodiesel (GRIB). EI GRIB es un subproducto de la formacion
de biodiesel generado en una relacién de 10% (p/p) (Da Silva, Mack, y Contiero, 2009) y su
composicién consta principalmente de glicerol con presencia de algunas impurezas como

metanol, sales, metales, jabones y agua (Hajek y Skopal, 2010). En Colombia se producen cerca
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de 50 mil toneladas al afio de GRIB exponiéndolo como potencial fuente de carbono para la
produccién de PHB en Colombia (Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia

[FNBC], 2015)

Entre los diferentes microorganismos productores de PHB se destacan los Bacillus debido a
su rapido crecimiento, pocas restricciones en las condiciones de operacion y tolerancia a altas
temperaturas (Valappil, Boccaccini, Bucke, y Roy, 2007). Moreno Yafiez (2015) reportd una
cepa nativa denominada Bacillus megaterium B2; cepa Gram positiva, aerobia estricta, tiene
forma cilindrica con un tamafio de 1.2 a 1.5 um de ancho y 2.0 a 5 um de largo; al observarla en
el microscopio se ve en forma individual, en pares o en cadenas. Sin embargo, la especie
Bacillus megaterium tiende a formar esporas elipsoidales; sus colonias son redondas hasta

ovaladas con un aspecto brillante (Faccin et al., 2009).

B. megaterium B2 es capaz de producir PHB a partir de GRIB (Moreno Yarfiez, 2015). La
produccion de PHB en B2 se ha analizado de acuerdo a las variables C/N, temperatura, agitacion,
pH y tiempo de fermentacién (Moreno Yarez, 2015). A pesar de los estudios realizados es
posible incrementar la concentracion del polimero mediante la evaluacion de varias estrategias

con base en las variables estudiadas (Faccin et al., 2009; Lopez et al., 2012).

Las estrategias propuestas en la literatura para aumentar la produccién de PHB empleando
Bacillus megaterium tienen su fundamentacion teérica en el ciclo de la sintesis y degradacion de
PHB en el microorganismo que se observa en la Figura 1. El Acetil-CoA es el metabolito clave
del cual dependen la produccién de acetato, la produccion de PHB y el ciclo de respiracion
celular (Weitzman, 1981). La primera estrategia consiste en limitar la cantidad de fuente de
nitrégeno disponible, esto se debe a que el nitrégeno es un nutriente esencial que interviene en el

proceso de crecimiento celular y al limitar el nitrgeno, el crecimiento celular es restringido
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permitiendo al Acetil-CoA ser implementado en la produccion de PHB (Babel, Ackermann, y
Breuer, 2001). La segunda estrategia consiste en limitar la disponibilidad de oxigeno. Al reducir
la cantidad de oxigeno asequible para la bacteria se detiene el ciclo de Krebs del cual el Acetil
CoA es precursor, permitiendo al Acetil-CoA ser utilizado para la ruta de formacion de PHB

(Babel et al., 2001).

Naranjo, Posada, Higuita, y Cardona (2013) encontraron que una limitacion de la fuente de
nitrogeno (C/N de 36.9) en B. megaterium BBST4 permite obtener concentraciones de PHB de
3.4 g/l en un biorreactor mientras que Moreno Yafiez (2015) reporté que en una relacion de
exceso (C/N de 9.4) se produjo 0.43 g/l de PHB en matraz. En otras investigaciones, Sabra y
Abou-Zeid (2008) hallaron que bajo condiciones de limitacion de oxigeno se lograban
producciones de PHB de 5.3 g/l para Bacillus megaterium DSMZ90 mientras que Faccin et al.
(2009) encontré producciones de PHB de 3.3 g/l para condiciones de oxigeno disuelto (OD)
aproximadamente cero. En contraste a esto, Lopez et al. (2012) y Naranjo et al. (2013)
encontraron producciones de PHB de 4.8 g/l bajo condiciones de exceso de Oxigeno (OD =

80%).
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Fuente de Carbono

NAD(P)H
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Figura 1. Ciclo de la sintesis y degradacion de PHB. Adaptado de Babel, W., Ackermann, J.-U., y Breuer, U.

(2001). Physiology, Regulation, and Limits of the Synthesis of Poly(3HB) (pp. 125-157). Springer, Berlin,
Heidelberg. https://doi.org/10.1007/3-540-40021-4 4

Aunque las estrategias empleadas tienen efectos positivos en la produccion de PHB, no se
discute en detalle la influencia sobre el metabolismo de la cepa empleada. Debido a lo
mencionado anteriormente, en este trabajo se realiz6 un estudio preliminar del efecto combinado
de la relacion C/N y la disponibilidad de oxigeno en la produccién de PHB y biomasa por B.

megaterium B2 en matraces de 500 ml sin control de pH usando GRIB como fuente de carbono.
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1. Objetivos
1.1. General
Estudiar el efecto de la relacion C/N en la bioproduccién de PHB por B. megaterium B2
utilizando glicerol crudo en matraces de 500 ml sin control de pH bajo condiciones de exceso y

limitacion de oxigeno.

1.2. Especificos

e Examinar el crecimiento bacteriano de B. megaterium B2 en el medio de cultivo.

e Analizar el exceso y limitacion de la fuente de nitrégeno en las cinéticas de produccion de
PHB y biomasa en B. megaterium B2.

e Evaluar el efecto de la relacion C/N y la disponibilidad de oxigeno en la produccion de PHB

por B. megaterium B2.

2. Metodologia

Las etapas metodoldgicas desarrolladas durante este estudio se resumen en la Figura 2. Todos los
experimentos desarrollados se realizaron sin control de pH y por duplicado. El célculo de las

desviaciones se realizé con ayuda del software Microsoft Excel 2016.
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 Determinaciéon de las curvas de crecimiento de Bacillus megaterium B2 en
condiciones de limitacion y exceso de nitrégeno.

v « Cinéticas de produccion de PHB por Bacillus megaterium B2 con exceso y

limitacion de la fuente de nitrogeno.

N/

« Efecto de la relacion C/N junto con la disponibilidad de oxigeno en la
produccién de PHB por Bacillus megaterium B2 .

Figura 2. Metodologia desarrollada.
2.1. Medio de cultivo y cepa previamente adaptada

En la Tabla 2 se presenta el medio de cultivo empleado. Se tomé como base el medio de sales
utilizado por el Centro de Estudios e Investigaciones Ambientales (CEIAM). El pH inicial del

medio de cultivo fue de 6.6+0.12, medido con un pH metro Thermo Scientific A111.

Las relaciones C/N estudiadas se seleccionaron de acuerdo con la literatura revisada. La
relacion limitante de nitrégeno fue C/N 36.9 segun Naranjo et al. (2013) mientras que la relacion
en exceso fue C/N 9.4 segun Moreno Yafiez (2015). Los demés puntos estudiados se ubican

dentro de las condiciones de exceso y limitacion de nitrdgeno como se muestra en la Tabla 3.

La fuente de carbono se mantuvo constante para todas las relaciones con un valor de 20 g/l de
glicerol empleando GRIB mientras que la fuente de nitrégeno en el medio corresponde al sulfato
de amonio cuya concentracion varié de acuerdo con cada relacion C/N como se observa en la

Tabla 3.
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Tabla 2.

Medio de cultivo.

Sustancia Formula quimica  Concentracion [g/1]
Glicerol C3HgOs 20
Fosfato diacido de potasio KH2PO4 1.5
Fosfato acido de sodio NazHPO4 3
Sulfato de magnesio heptahidratado ~ MgSOa4 - 7H20 0.2
Elementos traza* * 0.1

Nota: *Para conocer la composicidn quimica de los elementos traza, ver Apéndice A, Tabla A.1.

Tabla 3.
Concentracién de sulfato de amonio para cada relacion C/N en el medio de cultivo.

Concentracion sulfato de

Relacion C/N
amonio [g/l]
9.4 3.9
16.2 2.3
23.1 1.6
30.0 1.2
36.9 1

2.2. Fuente de carbono

Se utiliz6 glicerol crudo como fuente de carbono, obtenido de una planta de produccion de
biodiesel llamada BIO D ubicada en Facatativa, Cundinamarca. Se almacené en recipientes de
vidrio a una temperatura de 4°C. Su caracterizaciéon fue reportada por Moreno Yafiez (2015)

como se muestra en la Tabla 4.
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Tabla 4.

Caracterizacion del GRIB.

Parametros fisicoquimicos Valor
pH 6.41+0.12
Densidad (g/ml) 1.04 £0.01
Glicerol (%p/p) 47.42 +0.23
Humedad (%p/p) 45.42 +0.02
Cenizas (%p/p) 2.85+0.25
Metano (%p/p) 3.57£0.05

Materia Organica no Glicerol
Jabones (%p/p) 1.34 +0.17

Nota: Adaptado de Moreno Yafiez, P. A. (2015). Estudio de la produccién de polihidroxibutirato (PHB) por

Bacillus sp utilizando glicerol residuo de la industria del biodiesel como fuente de carbono. Universidad Industrial
de Santander.

2.3. Microorganismo
Se utilizé la cepa nativa Bacillus megaterium B2 la cual estaba almacenada a —21 °C en un
medio con 200 g/l de glicerol aislada por Moreno Yafiez (2015). La bacteria se adaptd para un

consumo de glicerol de 20 g/l usando GRIB y se almacen0 a igual temperatura.

2.4. Primera Etapa

2.4.1. Curvas de crecimiento de Bacillus megaterium B2 en condiciones de limitacion y
exceso de nitrogeno. Con el fin de determinar la curva de crecimiento de la cepa B. megaterium
B2 se realizaron experimentos en matraces de 250 ml con 50 ml de medio en condiciones de
limitacion y exceso de nitrégeno (C/N 36.9 y 9.4) e incubada en un agitador orbital (Unimax
1010) con una agitacion constante de 200 rpm y una temperatura de 34°C durante 24 horas. Cada
3 horas se tomaron muestras de 100 pl realizandose diluciones seriadas en 900 pl de solucion

peptonada estéril (0.1% p/v). Se hicieron 6 disoluciones por muestra y se inocularon 10 pl de
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cada disolucion en cajas de Petri con agar nutritivo y glicerol, las cuales se incubaron a 34°C
durante 8 horas. Al terminar el periodo de incubacién, se contaron las colonias formadas
calculandose las unidades formadoras de colonia (UFC/ml).
2.5. Segunda Etapa

2.5.1. Efecto de la limitacion y exceso de la fuente de nitrégeno sobre la produccion de
PHB en Bacillus megaterium B2. Para conocer el efecto de la limitacion y exceso de la fuente
de nitrégeno sobre la produccion de PHB por parte de B. megaterium B2, se realizaron
experimentos en matraces de 500 ml con 200 ml de medio de cultivo con las relaciones C/N 36.9
y 9.4 incubandose a 200 rpm y 34°C durante 48 horas. Se tomaron muestras cada 6 horas para
determinar la produccion de biomasa y PHB como también el consumo de glicerol y nitrogeno.
Se identifico el tiempo para el cual se tiene la mayor concentracién de PHB para cada una de las
dos condiciones, con el fin de determinar el tiempo de parada de los experimentos de la tercera
etapa. Para estos experimentos, se realiz6 una reactivacion previa a la cepa B. megaterium B2 en
matraces de 250 ml con 50 ml de medio con una relacion C/N de 36.9 a 200 rpm y a una
temperatura de 34°C durante 12 horas (se determind el tiempo de reactivacion seglin los
resultados de la primera etapa), esto con el objetivo de lograr una adecuada adaptacién al medio
de cultivo. Posteriormente a la reactivacion se agregd 1 ml de preindculo por cada 50 ml de

medio.
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2.6. Tercera Etapa

2.6.1. Efecto combinado de la relacion C/N y disponibilidad de oxigeno en la produccién
de PHB por Bacillus megaterium B2. Los experimentos se realizaron con y sin aireacion para
las cinco relaciones C/N mostradas en la seccion 2.1 (ver Tabla 3). Se trabajé en matraces de 500
ml con 200 ml de medio de cultivo, manteniéndose las condiciones de operacion empleadas en la
segunda etapa. El tiempo de fermentacion fue de 30 horas, determinado con base en los
resultados de la segunda etapa. Para los experimentos con aireacion, se dispuso de un sistema de
burbujeo constante para garantizar la saturacién de oxigeno en el medio durante todo el tiempo
de fermentacion. Al finalizar la fermentacion, se determiné la produccién de PHB, la formacion
de biomasa, el consumo de glicerol y de nitrégeno como también medicion de pH. Se realiz6 el

mismo procedimiento de reactivacion de la segunda etapa para la cepa crio preservada.
2.7. Métodos Analiticos

2.7.1. PHB. Se centrifug6 2 ml de muestra a 7000 rpm y 4 °C durante 8 min. Se retiré el
sobrenadante y el pellet sobrante fue sellado y congelado a -21°C. Posteriormente la muestra fue
sometida a un proceso de liofilizacion por 48 horas. Luego se realizé una digestion agregando 1
ml de acido sulfurico a 96°C durante 30 min. La muestra resultante fue diluida 50 veces en una
solucién de H2SO4 (5 mM) y se tomo6 1 ml de la muestra diluida en un recipiente de HPLC para
su posterior cuantificacion.

Las concentraciones de PHB se determinaron mediante la técnica de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC) usando como fase mdvil una solucion de H2SOs 5 mM. Se utilizd un
detector UV-VIS con una longitud de onda de 210 nm. Se implementd una columna

SUPELCOGEL C-610H, con un flujo isocratico de 0.6 ml/min a una temperatura de 60°C.
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2.7.2. Biomasa. Se utiliz6 una técnica de gravimetria para determinar la concentracion de
biomasa. Se almacenaron 10 ml de muestra en tubos falcon los cuales fueron previamente
secados y pesados. Posteriormente las muestras fueron centrifugadas a 7000 rpm y 4°C durante 8
min. Se retiro el sobrenadante y el pellet resultante fue secado por 24 horas a 60°C. La diferencia
entre el peso del tubo vacio y el peso del tubo con pellet representa la cantidad de biomasa

presente en 10 ml de muestra.

2.7.3. Glicerol. Para el anélisis de glicerol se requirio 1 ml de sobrenadante obtenido de la
cuantificacién de la biomasa. La concentracién de glicerol se determind por HPLC y como fase
movil se empled una solucion de H2SO4 5 mM. Para la deteccion de glicerol se utilizé un
detector de indice de refraccion. La columna empleada fue SUPELCOGEL C-610H con un flujo

isocréatico de 0.6 ml/min y a una temperatura de 60°C.

2.7.4. Nitrégeno. Se utilizo el método Kjeldahl para determinar la concentracion de nitrégeno
restante. Se destilaron 5 ml de sobrenadante residual en un destilador Kjeldahl UDK 129 (Velp
Scientifica) en presencia de 150 ml de NaOH a 8.3M. El destilado se recolect6 en 50 ml de acido
borico 2% p/v. La presencia de amoniaco produce un cambio de color verde en la solucion de
acido borico debido a la presencia del indicador Mixto N°5 para titulaciones de amoniaco. Por

ultimo, la solucién es llevada a titulacién con acido clorhidrico al 0.05 M.

3. Resultados y analisis

3.1. Curvas de crecimiento de Bacillus megaterium B2 en el medio de cultivo bajo
limitacion y exceso de nitrégeno
Se examind el crecimiento de B. megaterium B2 en limitacion y exceso de nitrdgeno,

relaciones C/N 36.9 y 9.4 respectivamente en el medio de cultivo definido en la seccién 2.1. La
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Figura 3 presenta las curvas de crecimiento de la cepa adaptada a 20 g/l de glicerol en dichas
condiciones.
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Figura 3. Curvas de crecimiento de Bacillus megaterium B2 en el medio de cultivo para las relaciones C/N 9.4 y
36.9.

En la Figura 3 se evidencia la tendencia del crecimiento del microorganismo por unidades
formadoras de colonias UFC/ml en el tiempo. Las dos relaciones C/N inician con una
concentracién mayor a 103 UFC/ml. Se observa una fase de latencia mas larga para la relacion
C/N 36.9 (9 horas) en comparacion con la relacion C/N 9.4 (6 horas). Se alcanza un mayor
namero de células viables en la relacion C/N 9.4 al final de la fase de latencia (aproximado a
3.5 x 10% UFC/ml (ver Apéndice B, Tabla B.1). La relacion C/N 9.4 registré un menor tiempo
de duracion en su fase exponencial (hora 12) ya que dispone de una mayor cantidad de nitrégeno
en el medio mientras que la relacion C/N 36.9 registro un tiempo mayor de duracién (hora 18) al
verse limitada su fuente de nitrogeno haciendo mas lento su crecimiento. Al final de la fase

estacionaria ambas relaciones C/N tienen una concentracion similar mayor a 107 UFC/ml (ver
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Apéndice B, Tabla B.2) demostrando que la bacteria crece en el medio adaptado a 20 ¢/l de

glicerol.

Moreno Yariez (2015) reporté una fase de latencia de 12 horas para concentraciones de
glicerol mayores o igual a 20 g/l. Por ende, se logra mejorar la velocidad de crecimiento de

Bacillus megaterium B2 en el medio de cultivo.

A partir de los resultados, se defini6 el tiempo de reactivacion para el medio de cultivo en 12
horas tomando como criterio de parada el punto medio de la fase exponencial para una relacion

C/N de 36.9.

3.2. Cinéticas de produccién de PHB por Bacillus megaterium B2 en condiciones de exceso
y limitacion de nitrégeno

En las Figura 4 y Figura 5 se presentan los resultados obtenidos de la medicion de la
concentracion de PHB y biomasa producida por el microorganismo junto a la concentracion de

nitrégeno y glicerol residual para las relaciones C/N 9.4 y 36.9 durante un tiempo de 48 horas.
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En ambas figuras (Figura 4 y Figura 5) con respecto a la concentracion de biomasa no se
observa una fase de latencia definida, lo que indica que tiene una duracién menor a 6 horas.
También se observa que en la Figura 4 se alcanza la maxima concentracion de biomasa alrededor
de la hora 18 (0.61 g¢/l; ver Apendice C, Tabla C.1) manteniéndose constante después de dicha
hora, a su vez, para la Figura 5 se alcanza la maxima concentracion de biomasa (0.89 g/l) a la
hora 30 y se mantiene constante después de dicha hora (ver Apéndice C, Tabla C.5). Se puede
evidenciar que mientras aumenta la concentracion de biomasa también aumenta la concentracion
de PHB. La concentracion maxima de PHB se alcanzo6 después de que cesara el crecimiento de la
biomasa en ambas graficas mostrandolo como un metabolito mixto. Divyashree, Rastogi, y
Shamala (2009) y Elles Montero y Garcia Echeverry (2012) han encontrado que el PHB se puede

comportar como metabolito primario o secundario.

Se puede observar que la concentracién de PHB aumenta desde la hora 6 hasta la hora 30 en
la Figura 4 mientras que en la Figura 5 la concentracién de PHB aumenta a partir de la hora 12,
siendo en la hora 30 la concentracion mas alta de PHB para ambas figuras. La concentracion méas
alta obtenida para la relacion C/N 36.9 fue 0.29 g/l de PHB (ver Apéndice C, Tabla C.8)
mientras que para la relacién C/N 9.4 se obtuvieron 0.24 g/l (ver Apéndice C, Tabla C.4); ambas
concentraciones obtenidas a la hora 30. Entre la hora 30 y la hora 36 se evidencia que la
concentracion de PHB disminuye al igual que lo hace el consumo de glicerol en el mismo lapso
en ambas figuras, sugiriendo que el microorganismo consumié PHB como fuente de energia en
vez de glicerol, aun cuando este Ultimo todavia estaba presente en exceso (Faccin et al., 2009).
Se obtuvieron mejores resultados en cuanto a la produccion de PHB comparado con Aslim,

Yiksekdag, y Beyatli (2002) que encontraron una concentracion de 0.21 g/l para la produccion
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de PHB en B. megaterium Y6 . Aunque Gouda, Swellam, y Omar (2001) obtuvieron mejores
concentraciones de PHB (0.69 g/l) en B. megaterium.

En cuanto al glicerol se evidencia un consumo total de 3.36 g/l en la Figura 4 (datos
experimentales en Apéndice C, Tabla C.1 y Tabla C.2) y un consumo total de 3.21 g/l en la
Figura 5 (datos experimentales en Apéndice C, Tabla C.6) observandose que no se consume todo
el sustrato en ambos casos. La mayor velocidad de consumo de glicerol se presentd entre las
horas 6 y 30 coincidiendo la hora 30 con la mayor concentracion de PHB registrada en ambas

figuras.

Analizando la concentracion de nitrogeno se visualiza un consumo minimo de dicho
compuesto en ambas relaciones (ver Apéndice C, Tabla C.3, Tabla C.7). Esto supone que la

bacteria creci6 principalmente debido a la disponibilidad y consumo de la fuente de carbono.

Para ambas relaciones el consumo de glicerol total fue muy similar, pero para la relacion C/N
36.9 el microorganismo crecid méas que en la relacion C/N 9.4 obteniéndose rendimientos en
funcion de biomasa Y, ,; de 27.8% y 18.8% respectivamente. De la misma forma en la relacion
C/N 36.9 se produjo mayor cantidad de PHB mostrando un rendimiento Y,,; de 9.9% en
comparacion con la relacion C/N 9.4 que obtuvo un rendimiento Y, ,; 8% aduciendo que una
limitacion de nitrégeno mejora la sintesis de PHB, aunque dicha mejoria no es significativa,
mientras que su exceso genera un aumento de mantenimiento celular y una disminucién en la
produccién de PHB y biomasa (datos experimentales de PHB en Apéndice C, Tabla C.4, y Tabla

C.8).

Para B. megaterium B2 la maxima concentracion de PHB se obtuvo en la hora 30 en ambos

experimentos similar a Moreno Yafiez (2015) donde la mejor produccién de PHB se encontré a
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la hora 28. Por ende, se eligié la hora 30 como criterio de parada para la siguiente etapa del

proyecto.

3.3. Efecto de la relacion C/N en la produccion de PHB por Bacillus megaterium B2 en
sistemas con y sin aireacion

En las Figura 6 y Figura 7 se presentan los resultados obtenidos de la medicion de la
concentracion de PHB y biomasa producida por B. megaterium B2 junto al consumo de
nitrogeno y glicerol con y sin aireacion para las relaciones C/N mostradas en la seccion 2.1 (ver

Tabla 3) durante un tiempo de 30 horas de fermentacion.
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Figura 6. Concentracién de PHB, biomasa, consumo de glicerol y nitrégeno con aireacién para todas las relaciones
CIN.
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Figura 7. Concentracion de PHB, biomasa, consumo de glicerol y nitrégeno sin aireacion para todas las relaciones

C/N.

En la Figura 6 se observa que en todas las relaciones C/N la concentracion de biomasa
formada es mayor que en la Figura 7. De acuerdo con la informacion recopilada en la Figura 6, la
mayor concentracion de biomasa se da en la relacion C/N 36.9 al obtener un valor de 1.24 gl/l,
mientras que en la relacion C/N 9.4 se encuentra la menor concentracién de biomasa en el
sistema con aireacion, correspondiente a 1.08 g/l. La Figura 7 correspondiente al sistema sin
aireacion demuestra que la méxima concentracion de biomasa se da para la relacion C/N 30.0
alcanzando un valor de 0.99 g/l, en cambio la menor concentracion de biomasa se da para la
relacion C/N 9.4 con un valor de 0.61 g/l. El rendimiento alcanzado por la relacion C/N que

produjo la mayor concentracion de biomasa en un sistema aireado fue de Y, s 61.22 %, siendo
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mejor que el rendimiento obtenido para un sistema sin aireacion de Y, ,; 30.30% en la relacion

C/N 30 (ver Apéndice D, Tabla D.1, Tabla D.2).

Se observa en la Figura 6 un aumento general en todas las relaciones C/N del consumo de
nitrégeno con respecto a lo contemplado en la Figura 7 (datos experimentales en Apéndice D,
Tabla D.5 y Tabla D.6). Dicho consumo, muestra la necesidad de nitrogeno y oxigeno por parte

del microorganismo para poder producir una mayor concentracion de biomasa.

Se deduce que el exceso de oxigeno junto con el exceso de la fuente de nitrégeno favorecen la
formacion de biomasa destinando la fuente de carbono a dicho proceso. Aunque la produccion de
PHB esté ligada al crecimiento del microorganismo, si el metabolito precursor para la formacion

de PHB es tomado para el proceso de crecimiento celular, su produccion disminuira.

Al observar la concentracion de PHB en ambas gréaficas (Figura 6 y Figura 7) se alcanza una
mayor concentracion en todas las relaciones C/N estudiadas en un sistema de no aireacion
(Figura 7) encontrando la mayor concentracion de PHB producida en la relacion C/N 30 de 0.35
g/l mientras que en la Figura 6 la maxima concentracion de PHB llego hasta 0.23 g/l para una
relacion C/N 23.1, siendo igual a la menor concentracion del sistema sin aireacion con una
relacion C/N 16.2. De la misma manera el mayor rendimiento Y, registrado fue de 10.75% en
la relacion C/N 30 para un sistema de no aireacion, aunque el menor rendimiento se dio en el

mismo sistema en una relacion C/N de 16.2 con un Y, ;s de 7.24% (ver Apéndice D, Tabla D.7,

Tabla D.8).

En cuanto al glicerol, todas las relaciones C/N sin aireacién consumieron mas sustrato en
comparacion al sistema con aireacion. La relacion que consume mayor cantidad de glicerol en la

Figura 7 con un valor de 3.3 g/l es la relacion C/N 30 como también es la relacion que mas PHB
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produce mostrando una relacion entre el consumo de glicerol y la produccién de PHB. ElI menor
consumo de glicerol en la Figura 7 se dio en la relacion C/N 23.1 y fue de 2.7 g/l mientras que el

maximo consumo de glicerol en la Figura 6 fue de 2 g/l (ver Apéndice D, Tabla D.3, Tabla D.4).

Se demuestra que la limitacion de oxigeno inhibe hasta cierto punto el crecimiento celular y
de esta forma aumenta la formacion de PHB en el microorganismo. A su vez, aunque se formé
menos biomasa comparado con el proceso en un sistema aireado, el consumo de glicerol fue
mayor en un sistema limitado de oxigeno. No obstante, los rendimientos Y,,,; de ambos sistemas
(ver Apéndice D, Tabla D.7 y Tabla D.8) son muy similares, por tanto, se deduce que el gasto

energético por mantenimiento celular aumenta en condiciones de limitacion de oxigeno.

La Figura 8 presenta los datos obtenidos en la medicion de pH para cada relacion C/N en los

sistemas con y sin aireacion al final de la fermentacion.
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Figura 8. pH para las diferentes relaciones C/N en los sistemas con y sin aireacion al final de la fermentacion.
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Segun la Figura 8, todos los sistemas presentan una disminucién de pH (ver Apéndice D,
Tabla D. 9 y Tabla D. 10) generado por la actividad metabolica de la bacteria (Sharma y Bajaj,
2015). El sistema con aireacion presenta los valores mas bajos de pH en comparacion al sistema
sin aireacion. El valor mas alto de pH (5.34) se da en una relacion C/N 9.4 sin aireacion mientras
que el valor mas bajo (4.38) se da en una relacion C/N 36.9, demostrando que a mayor

produccidn de biomasa (ver Figura 6 y Figura 7), mayor acidificacion del medio.

En cuanto a la produccion de PHB, se refleja una inhibicion del proceso en todos los sistemas

debido a la disminucion del pH (Liu, Huang, Zhang, y Xu, 2014).

Faccin et al. (2009) reportd un resultado similar, donde valores de pH cercanos a 4.6 inhibian

la produccion de PHB en Bacillus megaterium DSM32.

De acuerdo con los resultados obtenidos, se concluye que la mejor condicion sin control de
pH para la produccion de PHB se encontrd en un sistema no aireado en la relaciéon C/N 30

llegando a una concentracion de 0.35 g/l con un rendimiento Y, ;s de 10.75%.

4. Conclusiones

Un exceso de nitrogeno aumenta la velocidad de crecimiento celular de Bacillus megaterium B2.
No obstante, la concentracion de nitrégeno no afecta a la cantidad de células viables formadas al

final del crecimiento celular llegando a valores por encima de 1.5x107 UFC/ml.

Se determind que la mayor produccion de PHB se da en la hora 30 de fermentacion para

procesos con limitacion de aire y sin control de pH. Para las relaciones C/N 36.9 y 9.4 se
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alcanzaron concentraciones de PHB de 0.29 g/l y 0.24 g/l respectivamente. Se obtuvo un

rendimiento Y,

»/s de 9.9% para la relacion C/N 36.9 y un Y, ;s de 8% para la relacion C/N 9.4.

Un exceso de oxigeno afecta negativamente la produccion de PHB alcanzandose una
concentracion de 0.23 g/l para esta condicion, mientras que para la condicién con limitacion de

oxigeno se alcanzo6 una concentracion de 0.35 g/l de PHB.

Existe un efecto combinado de la relacion carbono nitrogeno y la disponibilidad de oxigeno
en el medio de cultivo sobre la concentracion méxima de PHB durante los cultivos sin control de
pH de B. megaterium B2. La mayor concentracion de PHB para los experimentos sin aireacion
fue de 0.35 g/L para una relacion C/N 30, mientras que para los experimentos con aireacion la

méaxima concentracion de PHB fue de 0.23 g/L para una relacion C/N de 23.1.

5. Recomendaciones

La concentracion obtenida del biopolimero es baja en las condiciones estudiadas, por ende, se

recomienda estudiar el efecto C/N controlandose el pH y los niveles de oxigeno.
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Apéndices

Apéndice A. Composicion quimica de los elementos traza usados en el medio de cultivo

Tabla A.1.

Sustancias presentes en los elementos traza.

Sustancia Concentracion
Sulfato de hierro heptahidratado 10 g/l
Sulfato de zinc heptahidratado 2.25 g/l
Sulfato de cobre pentahidratado 19/
Sulfato de manganeso tetrahidratado 0.59/l
Cloruro de calcio dihidratado 29/l
Acido borico 0.23 g/L
Molibdato de amonio 0.2 g/l

Acido clorhidrico 10 ml
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Apéndice B. Datos experimentales y desviaciones estdndar para las curvas de crecimiento

en las relaciones C/N 9.4 y 36.9, exceso y limitacion de nitrégeno respectivamente

Tabla B.1
Datos experimentales de la curva de crecimiento de B. megaterium B2 en el medio de cultivo

para la relacion C/N 9.4.

Promedio Desviacion

Hora # Colonias Dilucién UFC/ml UEC/mI estandar

0 233 8 2;(;(())0 1,300 1,414

s B0 B0 L

6 g j g:ggg 3,500 707

9 114 :g 1140%00000 75,000 91,924
12 g :j 2888888 3,000,000 0

15 2 :j 2888888 6,500,000 2,121,320
18 12 :g 15;30000%00000 7,250,000 8,131,728
21 ﬁ :j ﬁ:ggg:ggg 15,000,000 5,656,854
24 > 4 500009 19 000,000 5,656,854

23 -4 23,000,000
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Tabla B.2
Datos experimentales de la curva de crecimiento de B. megaterium B2 en el medio de cultivo

para la relacién C/N 36.9.

Promedio  Desviacion

Hora # Colonias Dilucion UFC/ml UEC/mI estandar

0 ; j ;:ggg 1,500 707
3 ;’ j 2:888 2,500 707
6 ‘2‘ j ‘21:888 3,000 1,414
9 287 01 g:ggg 5,350 3,748
12 éi :2 ;ig:ggg 230,000 113,137
15 ig :2 igggggg 1,850,000 777,817
18 g :j 8888888 7,000,000 2,828,427
e TR
24 = 4 19000999 15 500,000 4,949,747

12 -4 12,000,000
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Apéndice C. Datos experimentales y desviaciones estandar para las cinéticas de produccion

en las relaciones C/N 9.4 y 36.9, exceso y limitacidn de nitrégeno respectivamente.

Tabla C.1
Datos experimentales de biomasa residual de B. megaterium B2 para la relacion C/N 9.4.

Concentracion de Desviacion

8 biomasa residual [g/I] Estadndar
0 0.0102 0.0000
6 0.1267 0.0068
12 0.4675 0.0615
18 0.6114 0.0310
24 0.6027 0.0153
30 0.6055 0.0976
36 0.6308 0.1122
42 0.6109 0.0843
48 0.6339 0.0443

Tabla C.2
Datos experimentales de consumo de glicerol por B. megaterium B2 para la relacién C/N 9.4.

Concentracion de Desviacion
Hora

glicerol [g/l] Estandar
0 19.6156 0.5865
6 19.2373 0.4812
12 18.4128 0.5845
18 17.4631 0.1216
24 16.9625 0.1059
30 16.5155 0.0433
36 16.5403 0.4731
42 16.4447 0.0979

48 16.2524 0.2541
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Tabla C.3

Datos experimentales de consumo de nitrogeno por B. megaterium B2 para la relacion C/N 9.4.

Concentracion de Desviacion

at nitrogeno [g/l] Estandar
0 0.8085 0.0115
6 0.7852 0.0214
12 0.7455 0.0115
18 0.7280 0
24 0.7140 0.0231
30 0.7210 0.0066
36 0.7000 0.0363
42 0.7000 0.0264
48 0.6615 0.0445

Tabla C.4

Datos experimentales de produccion de PHB por B. megaterium B2 para la relacion C/N 9.4

Concentracion de Desviacién

A% PHE [g/l] Estandar

0 0.0002 0

6 0.0083 0.0002
12 0.0925 0.0049
18 0.1836 0.0098
24 0.2223 0.0507
30 0.2695 0.0367
36 0.1992 0.0274
22 0.2241 0.0490

48 0.2111 0.0090
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Tabla C.5

Datos experimentales de biomasa residual de B. megaterium B2 para la relacion C/N 36.9.

Concentracion de Desviacién

a8l biomasa residual[g/l]  Estandar

0 0.0215 0

6 0.2881 0.0070
12 0.4657 0.0847
18 0.6867 0.0977
24 0.8616 0.0343
30 0.8881 0.0244
36 0.8550 0.0884
42 0.8336 0.0248
48 0.8424 0.0233

Tabla C.6

Datos experimentales de consumo de glicerol por B. megaterium B2 para la relacion C/N 36.9.

Concentracion de Desviacién

A% glicerol [g/l] Estandar
0 19.5637 0.4229
6 19.5261 0.4747
12 19.2535 0.4167
18 17.2148 0.1110
24 17.1481 0.3218
30 16.6567 0.1777
36 16.4246 0.5229
42 16.3915 0.5272

48 16.3530 0.1860
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Tabla C.7
Datos experimentales de consumo de nitrogeno por B. megaterium B2 para la relacion C/N
36.9.

Concentracion de Desviacion

AT nitrogeno [g/l] Estandar
0 0.2074 0.0037
6 0.1974 0.0060
12 0.1913 0.0071
18 0.1347 0.0019
24 0.1369 0.0084
30 0.1332 0.0057
36 0.1300 0.0008
42 0.1291 0.0018
48 0.1258 0.0042

Tabla C.8

Datos experimentales de produccion de PHB por B. megaterium B2 para la relacion C/N 36.9.

Concentracion de Desviacion
Hora

PHB [g/1] Estandar

0 0.0001 0

6 0.0069 0.0001
12 0.0143 0.0001
18 0.1533 0.0013
24 0.2484 0.0060
30 0.3169 0.0315
36 0.3000 0.0177
42 0.3164 0.0531

48 0.3126 0.0445
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Apéndice D. Datos experimentales y desviaciones estandar para los sistemas con y sin

aireacion en las relaciones C/N 9.4, 16.2, 23.1, 30.0, y 36.9.

Tabla D.1

Datos experimentales de biomasa residual de B. megaterium B2 en un sistema con aireacion.

C/N Biomasa Promedio B. Desv. Yxis

[0/g] residual [g/] residual [g/l]] Estandar [9%0]

9.4 1322; 1.0851 0.1153 54.4276
16.2 221‘22 1.0806 0.1861 52.8010
23.1 1(2)225 1.1574 0.1341 49.3550
30 1;33}1 1.2238 0.0787  55.4249
36.9 i;ggg 1.2410 0.1636 61.2210

TablaD.2

Datos experimentales de biomasa residual de B. megaterium B2 en un sistema sin aireacion.

CIN Biomasa Promedio B. Desv. Y xis

[9/0] residual [g/l] residual [g/l] Estandar [%0]
0.5226

9.4 0.6882 0.6054 0.1171 19.5289
0.6314

16.2 0.6950 0.6636 0.0456 20.7704
0.8299

23.1 0.7827 0.8063 0.0333 30.324
0.9266

30 1.0589 0.9928 0.0935 30.2893

36.9 0.9054 0.8881 0.0244 29.0372

0.8709
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TablaD.3

Datos experimentales de consumo de glicerol por B. megaterium B2 en un sistema con

aireacion.
- . Consumo Promedio D?SV'
C/N  Concentracion  Concentracion glicerol  consumo Estandar
[0/d] 0 h[g/] 30 h [g/1] [9/1] li. [9/1] congsltij.mo
T TR
T e
a1 —BASUE IS gk o
i — — I
wo —BEEBEL 28 un o
TablaD.4
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Datos experimentales de consumo de glicerol por B. megaterium B2 en un sistema sin aireacion.

Consumo Promedio Desv.
C/N Concentracion  Concentracion glicerol  consumo Estandar
/ 0 h g/l 30 h [g/l . consumo
19.2008 16.2910 2.9098
94 20.0303 16.7399 3.2904 3.1001 0.2691
19.6554 16.5582 3.0972
162 19.9589 16.6659 3.2929 3.1951 0.1384
19.8821 16.9656 2.9165
23.1 19.6271 17.2256 2.4014 2.6590 0.3642
20.1956 16.6846 3.5109
30 19.8709 16.8264 3.0444 3.2117 0.3299
19.8145 16.5787 3.2358
36.9 19.6342 16.7529 2.8812 3.0585 0.2507
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TablaD.5

Datos experimentales de consumo de nitrogeno por B. megaterium B2 en un sistema con

aireacion.
. - Consumo  Promedio D?SV'
C/N  Concentracion Concentracion nitrégeno  consumo Estandar
[9/d] 0 h[g/l] 30 h [g/1] [o/1] N. [o/1] conlill{mo
e —— T
T T . T
T
i
T - R

Tabla D.6

Datos experimentales de consumo de nitroégeno por B. megaterium B2 en un sistema sin

aireacion.

. . Consumo  Promedio D?SV'
C/N  Concentracion Concentracion nitrégeno consumo Estandar
[0/d] 0 h[g/l] 30 h [g/] [9/1] N. [o/1] conlilt{mo
S B B T
e e T
ar O 0TI 0 e aoms
0 g om0 omm 0005 00
mo VI O OWE o oo
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Tabla D.7
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Datos experimentales de produccion de PHB por B. megaterium B2 en un sistema con aireacion.

Promedio

C/N  Concentracion concentracién Dgsv. Ypis
[9/d] 30 h [g/1] PHB [g/1] Estandar [90]
9.4 giggg 0.1515 0.0163 7.6000
16.2 81;%2 0.1794 0.0119 8.7673
23.1 gggéé 0.2360 0.0073  10.0626
30 8;;32 0.2229 0.0061 10.0941
36.9 8;?23 0.2024 0.0203 9.9830

TablaD.8

Datos experimentales de produccion de PHB por B. megaterium B2 en un sistema sin aireacion.

C/N Concentracion coﬁggmigé?én Desv. Ypis
A (0)

[0/d] 30 h [g/1] PHB [g/1] Estandar [9%6]
0.2574

9.4 0.2318 0.2696 0.0172 8.6961
0.2286

16.2 0.2341 0.2314 0.0039 7.2416
0.2901

23.1 02773 0.2837 0.0091  10.6693
0.3734

30 0.3311 0.3522 0.0299  10.7459

36.9 0.2946 0.3169 0.0315  10.3609

0.3391
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TablaD. 9

Datos de medicion de pH en el medio de cultivo con B. megaterium B2 en un sistema con

aireacion.
C/N Promedio pH Desv.
[a/g] g =lin 30 h Estandar
4.68
9.4 161 4.65 0.05
4.52
16.2 455 4.54 0.02
4.46
23.1 449 4.48 0.02
4.40
30 441 4.41 0.01
4.37
36.9 439 4.38 0.01
Tabla D. 10

Datos de medicion de pH en el medio de cultivo con B. megaterium B2 en un sistema sin

aireacion.
oh paamn PR B
9.4 ggg 5.34 0.02
16.2 g;g 5.24 0.02
23.1 233 5.09 0.02
30 j;g 4.78 0.02
36.9 4.95 4.95 0.01

4.94




