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Resumen

Titulo: Mejoramiento del medio de cultivo en la produccion de polihidroxibutirato

por fermentacion de Bacillus Megaterium B2 a partir de residuos del cacao. *

Autores: Leidy Paola Angarita Parra; Sandra Paola Gonzalez Palencia.**

Palabras Clave: Polihidroxibutirato, Bacillus megaterium B2, residuos liquidos de cacao,

bioproceso, relacion C/N.

Descripcion

En este trabajo de investigacion se validan las condiciones nutricionales para la produccion de
polihidroxibutirato (PHB) en un medio de cultivo con una proporcion de mezcla de fuente de
carbono a partir de residuos liquidos del cacao (17% mucilago y 17% residuos de celulosa
bacteriana), esto con el fin de evaluar la influencia que tiene la relacion carbono-nitrogeno (C/N)
en la produccion del biopolimero, utilizando Bacillus megaterium B2 como microorganismo. Para
evaluar esta influencia se desarroll6 un disefio experimental variando la relacion C/N llevando a
cabo fermentaciones batch en un reactor de tanque agitado con un volumen de trabajo de 4L,
temperatura de 34 °C, pH de 7, suministro de aire de 1 L/min y agitacién entre 200 a 500 rpm. A
partir de un modelamiento matematico se estimé el punto 6ptimo y al validarlo se obtuvo como
méaxima concentracion de PHB el valor de 3.038 g/L, % de recuperacion del 49.51% y PHB
acumulado de 24.3967 g/L a lo largo del bioproceso (34 horas). Una vez determinado el punto
Optimo se cambia de alimentacion a fed-batch obteniendo como concentracién maxima de PHB
2.9137 g/L, % de recuperacion del 33.40% y PHB acumulado de 38.1447 g/L en 52 horas. Con
este resultado se incrementa la produccién de PHB acumulado en un 156%.

*Trabajo de grado

** Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas, Escuela de Ingenieria Quimica; Director y Codirector: Mag. Luis Enrique Lambis

Benitez, M.Sc. Mabel Juliana Quintero Silva
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Abstract

Title: Improvement of the culture medium in the production of polyhydroxybutyrate by

fermentation of Bacillus Megaterium B2 from cocoa wastes.*

Authors: Leidy Paola Angarita Parra ; Sandra Paola Gonzalez Palencia.**

Keywords:  polyhydroxybutyrate, Bacillus megaterium B2, liquid cocoa wastes, bioprocesses,

ratio C/N.

Description:

This research work validates the nutritional conditions for the production of polyhydroxybutyrate
(PHB) in a culture medium with a proportion of carbon source mixture from cocoa liquid residues
(17% mucilage and 17% bacterial cellulose residues), in order to evaluate the influence of the
carbon-to-nitrogen ratio (C/N) in the production of the biopolymer, using Bacillus megaterium B2
as microorganism. To evaluate this influence, an experimental design was developed by varying
the C/N ratio and carrying out batch fermentations in a stirred tank reactor with a working volume
of 4 L, temperature of 34 °C, pH of 7, air supply of 1 L/min and agitation between 200 to 500 rpm.
Based on mathematical modeling, the optimum point was estimated and when validated, the
maximum PHB concentration was 3.038 g/L, % recovery of 49.51% and accumulated PHB of
24.3967 g/L throughout the bioprocess (34 hours). Once the optimum point was determined, the
feed was changed to fed-batch, obtaining a maximum PHB concentration of 2.9137 g/L, %
recovery of 33.40% and accumulated PHB of 38.1447 g/L in 52 hours. With this result, the

accumulated PHB production is increased by 156%.

* Research Project.

** School of Physical-Chemical Engineering, School of Chemical Engineering; Director and Co-Director: Mag. Luis Enrique

Lambis Benitez, M.Sc. Mabel Juliana Quintero Silva
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1. Introduccion

La produccién mundial de cacao es de gran importancia para el comercio y progreso social
debido a que contribuye en la economia nacional de la mayoria de los paises subdesarrollados
(Quintero R & Diaz Morales, 2004). Entre los principales paises productores de cacao se
encuentran Costa de Marfil (38,2%), Ghana (13,2%), Indonesia(12,8%), Nigeria (5,9%) y Ecuador

(5,7%). Ocupando Colombia el puesto 11 con una participacion del 1,1% (Axayacatl, 2020).

En Colombia existen alrededor de 65 mil familias productoras de cacao, y en varias de
ellas, este cultivo ha sido utilizado como alternativa rentable para su manutencién. Segun
FEDECACADO el afio 2021 ha sido el de mayor produccién y el afio 2022 ha sido el de mayor
exportacion de cacao en la historia de Colombia (FEDECACAO, 2022, 2023), siendo el
departamento de Santander el principal productor de cacao a nivel nacional (Direccion de Cadenas

Agricolas y Forestales, 2021).

Durante el proceso de transformacion del grano de cacao, solo el 10% del fruto es utilizado,
generando grandes cantidades de residuos organicos que ocasionan problemas ambientales (Rojas
Gonzélez, 2019; Nieto & Lahoz, 2022). Segln su composicion fisicoquimica estos residuos son
ricos en fibras, antioxidantes y azlcares (Bernal, 2021; Gamboa Suarez, 2019) ademas, son de
bajo costo, abundantes y poseen una alta disponibilidad; una de las mayores ventajas es que estos
residuos se pueden convertir en materias primas no convencionales para generar productos de
mayor valor agregado como los biopolimeros y de esta manera ser tratados hasta reducir su

impacto negativo (Pefiaranda et al., 2017)

La produccion anual de plasticos en Colombia es aproximadamente de 1,2 millones de

toneladas con un crecimiento del 22,2% con respecto al 2020 (Gutierrez Nufiez, 2021). Su lento
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deterioro es responsable de la reduccion de biodiversidad del ecosistema marino afectando a mas
de 530 especies, ademas, aproximadamente el 50% de los plasticos desechados después de su
primer uso son los encargados de la formacion de islas de basura (Roll’eat, 2022; The Nature
Conservancy, 2021); por consiguiente, los bioplasticos pueden ser una alternativa mas amigable
con el ambiente reduciendo el impacto generado por el uso de plasticos de origen petroquimico
destacando los polihidroxialcanoatos (Chen, 2009). Dentro de esta familia resalta el
polihidroxibutirato (PHB), un biopolimero biodegradable, biocompatible y de origen renovable
que ha cobrado gran importancia en el ambito industrial, esto se debe a sus propiedades
fisicoguimicas siendo considerado como posible sustituto de los plasticos convencionales en
especial del polipropileno(Sudesh et al., 2000). Gracias a sus propiedades termoplasticas presenta
muchas aplicaciones; entre las que se destacan las areas de biomedicina, agricultura, productos

desechables para la limpieza e higiene y empaquetado de productos (Lizcano Gonzalez, 2018).

El centro de estudios e investigaciones ambientales (CEIAM) de la Universidad Industrial
de Santander, se ha caracterizado por el desarrollo de proyectos que involucran el aprovechamiento
de residuos agroindustriales del cacao para la produccion de PHB. La mas reciente investigacion
buscé ajustar las condiciones nutricionales del medio del cultivo del microorganismo Bacilllus
megaterium B2 para la produccion de este biopolimero (Mesa Beltran & Romero Isaza, 2021), en
ese trabajo se identificd que aun existe potencial de mejoramiento del desempefio de produccion

de PHB.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo de investigacion busca aumentar el rendimiento
de polihidroxibutirato variando las condiciones nutricionales de carbono y nitrogeno, ademas,
cambiar el sistema de alimentacion a semicontinuo con el fin de obtener una mayor produccion de

PHB.
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2. Objetivos
2.1 Objetivo general
Determinar las condiciones nutricionales que mejoran el desempefio de Bacillus
megaterium B2 en el proceso de produccion de PHB a partir de residuos agroindustriales del cacao

como fuente de carbono.

2.2 Objetivos especificos
Evaluar la influencia de la relacion carbono-nitrégeno (C/N) en la produccion de PHB por
Bacillus megaterium B2 usando residuos liquidos de la industrial cacaotera como fuente de

carbono, mediante un disefio experimental.

Determinar la relacion C/N que maximiza la produccion de PHB por Bacillus megaterium

B2, cuando se varia la fuente de nitrégeno.

Estudiar el efecto de la alimentacion semicontinua en la produccion de PHB por Bacillus

megaterium B2.
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3. Estado del arte

3.1 Generalidades del cacao

El &rbol de cacao o cacaotero recibe el nombre cientifico de Theobroma cacao L. Es un
cultivo comercial con una plantacion mundial de 8.2 millones de hectareas con mas de 58 paises
productores siendo los principales los paises situados en los trépicos. En América latina, el cultivo
de cacao estimula el crecimiento territorial y fomenta el desarrollo de la economia del sector
agricola (Arvelo et al., 2017). En Colombia, segin FEDECACAOQ el afio 2022 se produjeron
62158 toneladas y exportando 22231 toneladas para ese afio (FEDECACAO, 2023). Siendo el
departamento de Santander el principal productor a nivel nacional con un 41% del total de la

produccion.

El cacao, llamado cominmente mazorca, se compone de una gruesa cascara que contiene
en su interior un diverso nimero de semillas ordenadas en filas rodeadas de una pulpa blanca
viscosa rica en azucares. (Braudeau, 1970). Durante el proceso de transformacion del grano de
cacao, solo el 10% de este fruto es utilizado, generando grandes cantidades de residuos organicos,
aproximadamente 55942 toneladas para el 2021; causando problemas ambientales como las
emisiones de gases de efecto invernadero, efluentes de lixiviados y enfermedades a partir de

vectores como los mosquitos (Rojas Gonzélez, 2019).
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Figura 1.

Theobroma cacao L.

Entre los residuos de la industria cacaotera se encuentra el mucilago, una pulpa blanca que
rodea las semillas delcacao, parte de este es usado para la produccion de alcohol en la fermentacion
de las semillas, mientras el resto se pierde durante el proceso de transformacion del grano por
desbabe natural y es desechado sin tratamiento previo (Herndndez & Rojas, 2011). Esta pulpa
posee sustancias de valor nutricional como la glucosa, fructosa, sacarosa, fibra, proteinas, acidos

acético y citrico (Duran Riveros & Cabezas Calderon, 2019; Mesa Beltran & Romero Isaza, 2021).

3.2 Generalidades de Bacillus megaterium B2

Figura 2.

Bacillus megaterium B2

Bacillus megaterium B2 se caracteriza por tener forma de bastdn, es una de las bacterias méas

grandes ocupando 100 veces el volumen de Escherichia coli (Banacore, 2014; Tortol6 & Bell,
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2015). Hace parte de las bacterias grampositivas mas conocidas en la actualidad, es una bacteria
aerobia considerada interesante en la industria por tener un rapido crecimiento en sustratos
economicos como son los residuos agroindustriales, tolerar altas temperaturas, mayor estabilidad
genetica, elevada produccion, poseer un menor numero de restricciones en condiciones de
fermentacion. (Moreno et al., 2015; Naranjo et al., 2013). Ademas de tener como caracteristica
principal el no poseer lipopolisacaridos en su membrana, es decir, no presentan endotoxinas
pirdgenas en su membrana exterior que causan reacciones inmunoldgicas en el ser humano

(Astudillo Fajardo & Olmedo Garcia, 2021).

3.3 Generalidades del polihidroxibutirato

El consumo de pléasticos en el mundo ha incrementado cuatros veces su produccion en los
altimos 30 afios alcanzando casi 2000 millones de toneladas, el 22% de estos plasticos son
desechados presentando problematicas ambientales en cuerpos de agua y suelos al no ser
biodegradables. También se generan impactos debido a que su materia prima es el petréleo que es
una fuente no renovable, adicional a esto en su proceso de produccion hay altos consumos de
energia y emisiones de didxido de carbono a la atmdsfera.(OCDE, 2022) En respuesta a los
problemas causados por los materiales de origen petroquimico, se han investigado materiales
alternativos que poseen propiedades similares como los bioplasticos entre los que destacan los
polihidroxialcanoatos (PHAS) obteniéndose por medio de fermentacion bacteriana a partir de
sustratos definidos y produciendo polimeros de forma intracelular o extracelular.(Abdelrahman et

al., 2022; Naranjo Vasco, 2010)

Dentro de la familia de PHAs se encuentra el poli-3-hidroxibutirato (PHB) como se puede
observar en la figura 1 donde se presenta su estructura. Es un biopolimero que ha cobrado

importancia debido a sus propiedades fisicoquimicas y ha sido considerado como sustituto de
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plasticos de origen petroquimico como el polietileno y polipropileno. Es un termopléstico
altamente cristalino y fragil, con un punto de fusion de 180 °C, usado en un amplio rango de
temperaturas que va desde los -30°C a los 120°C, no es tdxico, tiene una barrera de permeabilidad
al agua y gas, es estable a la radiacion ultravioleta y puede ser procesado por extrusion, inyeccion,
soplado y termoformado. El polihidroxibutirato es utilizado en diferentes industrias como
biomedicina, agricultura, empaquetado y productos desechables para la limpieza e higiene.

(Astudillo Fajardo & Olmedo Garcia, 2021; Lizcano Gonzalez, 2018).

Figura 3.

Estructura quimica del polihidroxibutirato.

il o

H
0 OH
n

n R Nombre del polimero Simbolo
1 Hidrogeno Poli(3-hidroxipropionato) PHP

Metil Poli(3-hidroxibutirato) P3HB
2 Hidrégeno Poli(4-hidroxibutirato) PAHB
3 Hidrégeno Poli(5-hidroxivalerato) P5HV

Nota. Adaptado de (Mesa Beltran & Romero lIsaza, 2021) p.17

Los costos de produccion de estos biopolimeros dependen de (Naranjo et al., 2013):

e Lamateria prima, ya que se utilizan sustratos como glucosa, fructosa o sacarosa
e El microorganismo, puesto que de él depende el rendimiento y la conversion de sustrato a
producto

e El tipo de fermentacion, donde se afiaden factores que poseen alto consumo energeético
como es la aireacién, el control de temperatura 'y de pH

e Laextraccién y purificacion del producto.

Para ser viable y competitivo no sélo desde el punto de vista ambiental sino econémico, la

produccién de PHB recurre al aprovechamiento de residuos agroindustriales como la melaza de
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cafa de azUcar, el glicerol residual y el mucilago proveniente del cacao debido a su bajo o nulo

costo (Suarez Rodriguez, 2019).

Los primeros estudios de produccion de PHB a partir de residuos agroindustriales datan de
los afios 1973 y 1974 (Wallen, 1973; Wallen & Rohwedder, 1974) donde a partir de una planta de
procesamiento de cereales se obtuvo este nuevo polimero microbiano presente en lodos activados.
A través del tiempo ha surgido un gran interés progresivo en este biopolimero, utilizando como

fuente de carbono diversos residuos reflejandose en las publicaciones reportadas.

La herramienta Scopus en su base de datos presenta el niUmero de publicaciones por afio
relacionadas con la produccion de PHB por residuos agroindustriales entre 1973 hasta la

actualidad.

Figura 4.

Publicaciones a través del tiempo en la produccién de PHB.
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Nota. Adaptado de la base de datos de Scopus

En la Figura 4 se observa el mayor porcentaje de publicaciones en los ultimos 9 afios
demostrando que este tema sigue llamando la atencidn para ser el mejor sucesor de los plasticos

convencionales.
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Una vez se determino que los residuos agroindustriales funcionan como fuente de carbono
para la produccién de PHB, articulos en diferentes partes del mundo han evaluado el posible
mejoramiento en la concentracion de polihidroxibutirato a partir de variables como las condiciones
nutricionales, el suministro de oxigeno, el tiempo de fermentacion, entre otras. En la tabla 1 se
presentan diversas publicaciones de produccién de PHB usando como fuente de carbono residuos

agroindustriales en microorganismos grampositivos y gramnegativos.

Tabla 1.

Produccion de PHB usando como fuente de carbono residuos agroindustriales.

Microorganismo Sustrato PHB (g/L) Pais Referencia
Bacillus wiedmannii  Residuos de cascara 0,423 Egipto (Danial et al.,
AS-02 de naranja 2021)
OKAb576278(+)
Bacillus subtilis (+)  Residuos sélidos del 3,09 India (Mohapatra et
pescado al., 2017)
Cupriavidus necator Hojas de banano 1,3 Malasia (Low et al.,
H16 (-) 2021)
Bacillus megaterium Glicerol residual 1,324 Ecuador (Astudillo
(+) Fajardo &
Olmedo Garcia,
2021)
Azotobacter Vinaza 1,97 Perd (Malqui
chroococcum (-) Saavedra,
2018)
Bacillus megaterium Glicerol residual 4,8 Colombia (Campuzano,
(+) 2015)

Nota. En la tabla se muestran estudios usando residuos agroindustriales para la produccion de PHB a partir de diferentes
microorganismos. (+) son los microorganismos correspondientes al grupo grampositivo Yy (-) aquellos del grupo gramnegativo.

Danial et al., 2021 selecciond entre diferentes cepas de bacillus wiedmannii la mayor
acumuladora de PHB y determind las condiciones nutricionales para producir la mayor
concentracion de este. Obteniendo como variables Optimas un pH de 7, temperatura a 35°C y

periodo de incubacion de 72 horas (Danial et al., 2021).
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India por su parte evaluo la producciéon de PHB limitando la concentracion de fuente de
nitrégeno, puesto que el exceso de este genera subproductos que reducen la acumulacion de
polihidroxibutirato. Se demostrd que bacillus subtilis tiene la capacidad de crecer en sustratos

econdmicos (Mohapatra et al., 2017).

Low et al., 2021 demostro el efecto de la concentracion de hojas de banano (del 10% al
50%) en la produccion de PHB donde el 40% presentd la mayor concentracion, a su vez se comparo
el resultado de la fermentacion entre un sustrato crudo y pretratado indicando que se generé mayor

produccion en la materia prima pretratada (Low et al., 2021).

En Ecuador para la produccién de PHB (Astudillo Fajardo & Olmedo Garcia, 2021),
modificaron el proceso de extraccién y purificacion de polihidroxibutirato logrando obtener un
porcentaje de recuperacion del 98% al 99% usando como fuente de carbono glicerol residual

resultado de la transesterificacion del aceite de palma.

En Perl a partir de concentraciones de 25% y 50% de un mismo sustrato se realizo el
proceso de fermentacion con Azotobacter chroococcum para obtener PHB, determinando que el
medio con la concentracién del 50% de sustrato generé mayor produccion de polihidroxibutirato,
sin embargo, la concentracion de 25% de vinaza tuvo mayor porcentaje de acumulacion (Malqui

Saavedra, 2018).

Colombia en 2015 present6 3 alternativas de fuente de carbono para la produccion de PHB,
obteniendo la mayor concentracion con glicerol, sin embargo, se obtuvo el mayor porcentaje de
acumulacion con lactosa, donde se confirmo que para lograr los mejores rendimientos es necesario

controlar el pH y la aireacién (Campuzano, 2015).
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Adicional a esto, en Colombia en el afio 2015 en la universidad Industrial de Santander, el
grupo CEIAM aislo la cepa bacillus megaterium B2; esta fue capaz de producir PHB a partir de
glicerol a temperatura de 37°C y pH de 7 (Moreno et al., 2015). En posteriores investigaciones, se
adapté esta cepa a nuevas condiciones nutricionales como un medio de cultivo basado en
oligoelementos y una relacion carbono-nitrégeno de 10, obteniendo una concentracion de 1.6 g/L

(Lizcano Gonzalez, 2018).

Mas adelante, se cambi6 la fuente de carbono por residuos liquidos del cacao que
corresponden al mucilago lixiviado y a los residuos provenientes del proceso de produccion de
celulosa. Este mucilago posee sustancias de valor nutricional como la glucosa, fructosa, sacarosa,
fibra, proteinas, acidos aceético y citrico (Duran Riveros & Cabezas Calderon, 2019; Mesa Beltran
& Romero Isaza, 2021) por lo que el CEIAM, desarroll6 investigaciones en el afio 2019 para la
produccion de celulosa por fermentacion con Gluconacetobacter xylinus, utilizando como fuente
de carbono mucilago, cuando finaliza el proceso de fermentacion se realiza un proceso de limpieza
y el liquido residual es desechado (Duran Riveros & Cabezas Calderon, 2019), sin embargo este
desecho aun presenta altas concentraciones de fibras, glucosa, fructosa, grasas, acidos organicos,
proteinas y algunos minerales esenciales. Por esta razén este liquido residual de la produccion de
celulosa se consideré como materia prima para un subsecuente bioproceso. (Gamboa Suarez, 2019;
Rojas Gonzalez, 2019). Adicional al cambio en la fuente de carbono, se realizé un ajuste en la
temperatura a 34°C obteniendo una concentracion de 4 g/L de polihidroxibutirato. (Suarez
Rodriguez, 2019). En la tabla 2 se refleja la caracterizacion de las sustancias que presenta el
mucilago y los residuos liquidos de celulosa bacteriana en concentraciones adecuadas para el

desempefio metabolico microbiano.
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Tabla 2.

Caracterizacion quimica de los residuos provenientes del cacao.

Mucilago Liquido residual del proceso
[o/L] de celulosa [g/L]
Glucosa 25,22 35,38
Fructosa 32,97 46,46
Sacarosa 9,96 4,6
Acido citrico 3,81 -
Acido lactico - 6,21
Acido acético 5,13 3,69

Nota. Adaptado de (Suarez Rodriguez, 2019) p.34

Realizado el proceso de adaptacién del microorganismo a la nueva fuente de carbono; se
establecieron las condiciones nutricionales, demostrando que la concentracion de oligoelementos
no corresponde a una variable significativa mientras que la concentracion de polihidroxibutirato
se ve afectada por la relacion carbono-nitrégeno; Mesa & Beltran demostraron que a partir de una
relacién carbono-nitrégeno mayor a 15 la concentracion de PHB se ve afectada negativamente y
se presenta una region entre las relaciones de 5 a 15 con un posible punto maximo, por tal razén
se continua con una concentracion de sales estandar, existiendo condiciones de mejoramiento
(relacion carbono-nitrégeno, método de alimentacidn) para aumentar el desempefio de produccion

de PHB.

3.4 Alimentacion Fedbatch
El cultivo en Fedbatch es una mejora del proceso batch, es el modo de operacion mas usada
en la industria, en este tipo de fermentacion los micoorganismos son inoculados y crecen bajo un

régimen batch por cierta cantidad de tiempo, para luego ser alimentados durante el proceso de
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fermentacion con el fin de aumentar el crecimiento celular (Ochoa, 2019). Una de sus ventajas es
que permite el escalamiento del proceso a un nivel industrial y reduce la formacion de metabolitos
secundarios debido al exceso de sustrato, su principal desventaja es que requiere equipo adicional
para su control o se debe determinar con anterioridad su flujo de alimentacion (Macauley-Patrick &

Finn, 2008).

Este modo de alimentacion en la produccion de PHB a partir de residuos agroindustriales
es un tema tratado en los Gltimos 30 afios segun la base de datos Scopus, su primera publicacion
data del afio 1993 donde usando peptona de pescado como fuente de carbono se obtiene un mejor

resultado de concentracion de PHB comparado con el modo batch. (Page & Cornish, 1993).

Figura5.

Publicaciones a través del tiempo en la produccion de PHB en alimentacion fed-batch.
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Nota. Adaptado de la base de datos de Scopus
En la figura 5 se observan las publicaciones realizadas en la produccion de
polihidroxibutirato utilizando como fuente de carbono residuos agroindustriales, comparado con
la figura 4, es posible notar que el modo de alimentacion fed-batch es un tema desarrollado 20
afios despues y que hoy en dia el nimero de publicaciones no alcanza el 7% de los articulos

reportados en alimentacién batch.
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Si bien estos articulos son limitados, existe la informacion necesaria para demostrar que el
cambio de alimentacidn de batch a fed-batch presenta una mejoria con respecto ala produccion de
PHB. En la tabla 3 se compara su produccion en estos modos de cultivos, corroborando que este

ultimo presenta mejores resultados aumentando la concentracion de polihidroxibutirato.

Tabla 3.

Produccion de PHB usando alimentacion Batch y Fedbatch.

Concentracion Concentracion

Microorganismo Sustrato de PHB en de PHB en fed Referencia
batch [g/L] batch [g/L]
Bacillus Desechos 6,37 11,32 (RamKumar Pandian et
megaterium lacteos al., 2010)
SRKP-3
Bacillus Melaza de cafia* 8.8 41.6 (Kanjanachumpol et al.,
megaterium BA- 2013)
019
Azotobacter Sacarosa y 4 5,6 (Garcia et al., 2014)
vinelandii OPNA extracto de
levadura
Bacillus Glicerol residual 0,92 1,96 (Gomez-Cardozo et al.,
megaterium 2020)
LVNO1
Bacillus Glicerol crudo 1,20 2,06 (Moreno Yafiez, 2015)

megaterium B2

Nota. En latabla 3 se presentan las concentraciones producidas de PHB por diferentes microorganismos en dos métodos de
alimentacién, *los datos presentados para Bacillus megaterium BA-019 se dan en términos de acumulados

En la tabla anterior, las fermentaciones fedbatch se dieron en un tiempo mayor a 50 horas
y con un volumen de trabajo entre 1 y 5 L. En cuanto al tipo de alimentacion usada en la mayoria
de las investigaciones fue por pulsos, sin embargo, en Colombia y Mexico se us6 una alimentacién
exponencial obteniendo también un mayor resultado en términos de concentracién de PHB (Garcia

et al., 2014; Moreno Yafiez, 2015).
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En la actualidad se desconocen resultados de como afecta el cambio de alimentacion en la
produccion de polihidroxibutirato usando como fuente de carbono residuos liquidos del cacao por
lo tanto este trabajo de investigacion busca a partir de la variacion en las condiciones nutricionales,
especialmente la relacion carbono-nitrégeno, mejorar la concentracion final de PHB aumentando
el rendimiento de Bacillus megaterium B2, ademas de modificar el sistema de alimentacion de

Batch a Fedbatch para evaluar el efecto de éste en la produccién del biopolimero.
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4. Metodologia
En la figura 6, se presenta la metodologia empleada para el desarrollo de los objetivos

propuestos en el trabajo de investigacion.

Figura 6.

Fases metodologicas

' Validacién de la relacion C/N |
presentada en la literatura en
la produccion de PHB.

" Disefio experimental para el
mejoramiento de la
produccion de PHB.

Cambio en la alimentacion
para la produccion de PHB.

4.1 Fase 1. Validacion de la relacion C/N presentada en la literatura en la produccion de PHB.

En la primera fase de este trabajo de investigacion se determinaron las condiciones
nutricionales iniciales para la produccion de polihidroxibutirato. Se seleccion6 el medio de cultivo
siendo esta la actividad fundamental de la metodologia y se verificd en un ensayo preliminar con

una relacion C/N reportada por literatura.

4.1.1 Actividad 1.1 Seleccion del medio de cultivo

El objetivo de esta actividad fue determinar la mejor proporcion de mezcla para el medio
de cultivo. Teniendo en cuenta antecedentes de trabajos de generacion de polihidroxibutirato a
partir de Bacillus megaterium B2 (Suarez Rodriguez, 2019), se probaron diferentes proporciones

de mezcla en funcién de dos variables: mucilago y residuos de celulosa bacteriana, identificando



Mejoramiento en la produccién de PHB 26

como determinantes los medios de cultivo que presentan la mayor produccion de PHB (ver tabla

4).

Tabla 4.

Proporciones para el medio de cultivo.

(o)
Medio de Cultivo sustrato (% v/v)

Medio basico de sales * Mucilago Residuos celulosa bacteriana (RCB)
1 66 17 17
2 33 33 33

Para la validacion de estas proporciones se realizaron dos ensayos con la relacion carbono-

nitrégeno 10, su acondicionamiento consta de las siguientes etapas:
Pre-inéculo

Como primer paso, se activé el microrganismo en un medio nutritivo (ver tabla 5). Este
medio inoculado se llevo a incubacion a temperatura de 34°C, agitacion de 200 rpm y un tiempo

de crecimiento de 8 a 10 horas (Lizcano Gonzalez, 2018).
In6culo

Posteriormente, se agregd el pre-indculo en un medio de cultivo el cual contiene medio de
sales (ver tabla 6) y la proporcion de mezcla seleccionada. Se incubd a las mismas condiciones de
temperatura y agitacion por un tiempo determinado para garantizar el crecimiento y reproduccion

del microorganismo.

Para evaluar cualitativamente la mejor proporcion de mezcla y evidenciar el crecimiento

bacteriano se utiliz6 como variable de respuesta la formacién de pellet.
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Tablab.

Medio nutritivo.

Sustancia Concentracion (g/L)
Peptona 15
Extracto de levadura 3
Cloruro de sodio 6
Mucilago*

Nota *porcentaje dependiendo de acuerdo con la proporcién elegida. Adaptado de (Naranjo et al., 2013).

Tabla 6.

Medio de sales.

Sustancia Concentracion (g/L)
Fosfato di acido de potasio 1,5
Fosfato 4cido de sodio 3
Sulfato de magnesio 0,2
Elementos traza* 0,1

Sulfato de amonio**
Nota. *La composicion quimica de los elementos traza se encuentra en el apéndice A, Tabla A.1. **A partir de la relacion C/N

4.1.2 Actividad 1.2 Ensayo preliminar
Una vez se determin0 la proporcion de mezcla adecuada, fue necesario corroborar la
relacion C/N de 10 presentada en la literatura como un buen punto para la obtencion de PHB

(Carrillo Martinez, 2017; Lizcano Gonzalez, 2018).

Es valido recordar que todas las preparaciones implican una etapa de pre-inoculacion,

inoculacién y fermentacion. Las dos primeras fueron presentadas en la actividad 1.1.

Fermentacion Batch

Luego de 16 horas de incubacion el in6culo se agregd a un biorreactor de 7.5 L de capacidad
con un volumen de trabajo de 4L. Las condiciones de trabajo fueron: 34°C, pH de 7, suministro
deaire de 1 L/min y agitacion entre 200 a 500 rpm. Durante el proceso de fermentacion se tomaron

muestras de 30 mL cadados horas en un lapso de 34 horas. Estas muestras se tomaron de forma
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triplicada para luego ser analizadas y obtener datos de biomasa, consumo de sustrato y

concentracion de PHB (Moreno et al., 2015).

Actividad 1.2.1 Biomasa

Para obtener la curva de crecimiento microbiano fue necesario determinar la cantidad de
biomasa formada a partir de la técnica de peso seco. Las muestras que se obtuvieron durante el
proceso de fermentacion se centrifugaron a 7000 rpm por 15 minutos, el sobrenadante se guardd
en tubos falcon, esto con el fin de observar el consumo del sustrato. Al pellet depositado en los
tubos falcdn se le realizaron dos lavados cada uno a 7000 rpm por 10 minutos con solucion salina
de 8,5 g/L con el fin de eliminar restos celulares, luego el pellet ya lavado se liofiliz6 durante 24

horas para obtener el peso de la biomasa.

Figura7.

Determinacién de Biomasa.
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Actividad 1.2.2 Consumo de sustrato



Mejoramiento en la produccion de PHB 29

Se empleo la cromatografia liquida de alta eficacia en columna (HPLC) con el fin de
caracterizar la cantidad de azucares consumidos a lo largo del bioproceso. Se utilizd la columna
Agilent Hi-plex Pb 300 x 7,7 mm, a un flujo de 0,6 mL/min, temperatura de la columna de 78°C
y una inyeccion de 15 pL. La fase movil consistiéo en agua tipo I, una vez estable el equipo se
inyectaron las muestras y con ayuda de un detector RID se evidenciaron las sustancias de interés

que componen la muestra, en este caso, sacarosa, fructosa y glucosa (Borowiak,n.d.).

Para la curva de calibracion del equipo se prepard una solucion madre de 5 g/L de azlcar
(Sacarosa, Fructosa, Glucosa) realizando patrones de 1, 2, 3, 4, y 5 g/L, esto con el fin de
determinar la concentracién de las muestras a partir del area bajo la curva mostrada en el

cromatograma obtenido. Para la preparacion de la solucion madre se utilizd agua tipo I.

Para la preparacion de las muestras, se utilizé el sobrenadante obtenido de cada muestra
tomada durante el proceso de fermentacion. Se usé una proporcion de 1:2 con fase movil en las
muestras presentes en la etapa de adaptacion y al iniciar la etapa exponencial las muestras se
enviaron concentradas. Luego de esto, la dilucion se filtrd y se agreg6 a viales para ser llevados al

equipo. El tiempo de retencion para el analisis de cada una de las muestras fue de 25 minutos.

Figura 8.

Consumo de sustrato.
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Actividad 1.2.2 Extraccion de PHB

Para iniciar el proceso de extraccion de PHB, al pellet seco obtenido de la cuantificacion
de la biomasa se le adiciono agua tipo | dependiendo del peso obtenido de biomasa (por cada 0,1
g de biomasa se requieren 10 mL de agua), esta mezcla se sometio a ultrasonicacion para romper
las células y liberar el PHB intracelular por alrededorde 5 minutos con un sistema de refrigeracion

para evitar un sobrecalentamiento.

Después de la ultrasonicacion, se centrifugd cada muestra con hipoclorito de sodio al 10%
y dodecilsulfato sédico (SDS) al 0,5% p/v a 7000 rpm y 15 minutos de manera que el PHB
insoluble se logre concentrar en forma de pellet nuevamente. El sobrenadante se descarté y al
pellet formado se le realizé dos o tres lavados de hipoclorito de sodio al 10% y por ultimo un

lavado con etanol en una proporcion 7:1 (Uribe Ribero, 2022).

El pellet lavado se llevéd a un horno a 50°C por 24 horas, luego de esto se tomd el peso del tubo.

La diferencia de este con el tubo vacio es el peso del PHB obtenido.

Figura9.

Extraccién de PHB.
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4.2 Fase 2. Disefio experimental para el mejoramiento de la produccién de PHB.
En la segunda fase de este trabajo de investigacion se determiné el punto 6ptimo de la
relacion C/N con el fin de obtener la méxima produccion de PHB. Se establecieron los limites de

la relacién C/N y se desarrollo un disefio experimental de una variable.

4.2.1 Actividad 2.1 Definicion del rango de la relacion C/N para obtener la mejor produccion de
PHBPara obtener la mejor produccion de PHB se definié un rango de la relacion carbono-
nitrégeno basandose en reportes de otros autores que implementaron Bacillus megaterium como

microorganismo productor de polihidroxibutirato.

4.2.2 Actividad 2.2 Desarrollo de los ensayos a partir del disefio experimental
Una vez se establecio el rango de la relacion C/N, los puntos ubicados dentro de la relacién
minima y maxima se separaron equiespacialmente obteniendo asi el disefio experimental mostrado

en la tabla 7.

Tabla 7.

Disefo experimental propuesto.

H*

Relacion
5
6,25
7,5
8,75
10
11,25
12,5
13,75
15

OCO~NOO UL WN P

Nota: El paso entre cada punto es de 1,25.
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4.2.3 Actividad 2.3 Fijacion de la relacion C/N que favorece la produccion de

polihidroxibutirato.

Una vez se desarrollo6 el disefio experimental, se obtuvieron resultados de concentracion

méaxima de PHB. A partir de esta variable se realiz6 un modelamiento matematico para predecir

la tendencia de produccion de PHB variando la relacion C/N.

Actividad 2.3.1 Validacion punto 6ptimo

Finalmente, con ayuda del modelo matematico se obtuvo el punto éptimo, es decir, la
relacion C/N en la que se alcanza la m&xima produccion de PHB. Para validar el resultado se

realizé el ensayo de forma triplicada.

4.3 Fase 3. Cambio en la alimentacion para la produccion de PHB.

El propdsito de esta fase fue cambiar la forma de alimentacion de Batch a Fed-Batch. Estudios
anteriores demostraron que la alimentacion semicontinua presentd mayores concentraciones de
PHB (ver tabla 3), por lo tanto, se buscé validar esta informacion a partir de la relacion C/N

Optima establecida.

4.3.1 Actividad 3.1 Cultivo fed-Batch

El proceso de fermentacion partio de un cultivo batch hasta la hora 16, a partir de esta hora
fueron suministrados 3 pulsos a lo largo del bioproceso. Los pulsos fueron preparados con fuente
de carbono y fuente de nitrégeno correspondiente a la relacién C/N 6ptima. El reactor inici6 con
un volumen de trabajo de 3L y con el sistema de alimentacion se llevé el volumen de trabajo a 4L.
La cuantificacion de biomasa, consumo de sustrato y extraccion de PHB se realiza del mismo
modo que en la actividad 1.2.
5.1 Fase 1. Comprobacién de la relacion C/N presentada en la literatura en la produccion de PHB.
5.1.1Actividad 1.1 Seleccion del medio de cultivo

Se examino el crecimiento de Bacillus megaterium B2 cualitativamente a partir de dos
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proporciones de mezcla (17% y 33%). En la figura 7 se observa la formacion de pellet para cada
proporcion de mezcla, donde se evidencia que en la proporcién del 17% se da mayor crecimiento

de biomasa, siendo este un parametro determinante para la seleccion del medio de cultivo.

Figura 10.

Formacion de pellet en diferentes proporciones de mezcla.
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Nota. (a) proporcion de mezcla del 33%, (b) proporcion de mezcla del 17%

En la figura anterior se evidencia que la formacion de pellet en la proporcion de mezcla
del 17% es mayor y presenta menor cantidad de restos celulares, es decir, el pellet posee mayor
homogeneidad. Este ensayo se realiz6 por duplicado, manteniendo en cada replica los mismos
resultados para cada proporcion de mezcla.

A partir de estos resultados se establecié que la proporcion de mezcla a trabajar en los

ensayos posteriores sera la del 17%.
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5.1.2 Actividad 1.2 Ensayo preliminar

En esta actividad se presentan los resultados obtenidos de concentracion de biomasa y PHB

junto al consumo de sustrato para la relacion C/N de 10 en un lapso de 34 horas.

Figura 11.

Curva de crecimiento de biomasa, produccién de PHB y consumo de sustrato para la relacién
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En la gréafica anterior, con respecto al crecimiento de biomasa, se observa una fase de
latencia de aproximadamente 6 horas en donde el microorganismo empieza a adaptarse al medio,
después de esto inicia su fase exponencial que tiene una duracion de 10 horas, alcanzando su
maxima concentracion (8.5 g/L) en la hora 18 e inmediatamente comienza la fase estacionaria que
se prolonga hasta finalizar el ensayo. EI PHB inicia su produccion a la misma hora en la que inicia
la fase exponencial del microorganismo, sin embargo, logré su méxima concentracion (2.20 g/L)
y el méaximo porcentaje de acumulacion (35.3%) en la hora 34. En cuanto al consumo de sustrato,

se evidencia como disminuye la concentracion de azucares al iniciar la fase estacionaria,
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sugiriendo que Bacillus megaterium B2 empieza a consumir estos hasta agotar la fuente de

carbono.

5.2 Fase 2. Disefio experimental para el mejoramiento de la produccion de PHB.
5.2.1 Actividad 2.1 Definicion del rango de la relacion C/N para obtener la mejor produccion de PHB
Estudios realizados por el CEIAM establecieron la relacion minima de C/N con un valor
de 5y larelacion maxima de 25. Zhang et al., 2013 presentd en su articulo el efecto de la relacién
C/N en la produccion de PHB, demostrando que por debajo de una relacion C/N de 5 la
concentracion de PHB es minima en comparacion con relaciones C/N entre 5y 15 (Zhang et al.,
2013). Por otra parte, la influencia de la limitacion de nitrégeno en la produccion de
polihidroxibutirato se reporta en articulos donde se comparan relaciones C/N entre 10 y 40
validando que la maxima concentracién alcanzada de PHB fue registrada en la relacién C/N de 10
y estableciendo como punto méaximo la relacion C/N de 25 ya que en este se observa limitaciones
en el crecimiento del microorganismo por el agotamiento de la fuente de nitrégeno. Estudios
realizados posteriormente indicaron que la relacién en exceso pudo ser acotada a un valor de 15
(Mesa Beltran & Romero Isaza, 2021) ya que después de este valor la produccion de PHB usando
como fuente de carbono residuos provenientes del cacao reflejo valores insignificantes para ser

tomados en cuenta en el disefio experimental.

5.2.2 Actividad 2.2 Desarrollo de los ensayos a partir del disefio experimental
En la figura 15 se reportan los resultados de las curvas de crecimiento de biomasa,
produccién de PHB y consumo de sustrato para cada una de las relaciones C/N presentes en el

disefio experimental.
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Figura 12.

Curvas de crecimiento de biomasa, produccion de PHB y consumo de sustrato para las
relaciones C/N evaluadas.
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Las relaciones C/N presentes en el disefio experimental presentan una fase de latencia corta
(menor a 6 horas), debido a que las condiciones en que fue inoculado el microorganismo se

mantienen a su vez en el proceso de fermentacion.

Se puede evidenciar que las relaciones C/N de 5 y 15 presentan la menor formacion de
biomasa, PHB y producto acumulado, validando que los limites fueron establecidos correctamente,
sin embargo, se analiza que en 6.25y 13.75 las concentraciones de PHB y PHB acumulado también
son bajas en comparacion al resto de relaciones, por lo tanto, se pueden considerar estos puntos

como un nuevo rango en la obtencion de PHB a partir de residuos liquidos del cacao.

El tiempo de formacién de PHB en la mayoria de las relaciones C/N se da en promedio a
las 9 horas de iniciar el proceso, exceptuando las relaciones de 5y 12.5 que inician su formacion

a la hora 14 y 4 respectivamente.

En la mayoria de los ensayos se cumple la correlacion entre el consumo de sustrato y
crecimiento de biomasa, es decir, una vez inicia la fase exponencial, la pendiente del consumo de

sustrato incrementa, y al finalizar esta fase se evidencia que el microorganismo consumié en
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totalidad la fuente de carbono. Ademas, entre el comportamiento de formacion de biomasa y
produccion de PHB se cumple la cinética de metabolito primario, estos metabolitos se generan

justo cuando inicia la fase exponencial del microorganismo.

En la tabla 8 se resumen los méaximos valores de concentracién de biomasa, PHB, el

porcentaje de recuperacion y el PHB acumulado para cada relacion C/N

La relacion C/N de 10 presento la mayor concentracion de biomasa en la hora 18 con un
valor de 8.49 g/L, por otra parte, la méxima concentracion de PHB fue de 3.02 g/L en la relacién
C/N de 11.25 a las 22 horas y el mayor porcentaje de recuperacion fue del 63.52% en el mismo
ensayo (este porcentaje se calculé tomando la méxima concentracion de PHB y dividiéndola sobra

la biomasa formada en esa hora).

Tabla 8.

Parametros de las relaciones C/N evaluadas

N Relacion Maxima Méaximo % PHB
biomasa PHB (g/L) Acumulacion  acumulado
(g/L) (g/L)
1 5 3.212 1.0581 33.75 7.1437
2 6.25 2.5572 0.5567 28.37 3.8442
3 7.5 6.2156 2.24 36.04 21.8984
4 8.75 5.0411 1.8496 44.23 14.7591
5 10 8.491 2.201 35.30 18.766
6 11.25 6.1019 3.0178 63.52 21.1478
7 12.5 5.1078 1.5915 47.20 16.5331
8 13.75 4.4789 1.01 24.12 10.9476
9 15 1.426 0.4096 29.03 24122

5.2.3 Actividad 2.3 Fijacion de la relacion C/N que favorece la produccion de polihidroxibutirato
Una vez finalizado el disefio experimental se tomaron los maximos resultados de PHB en

cada relacién C/N (ver tabla 8) para obtener el modelo matematico del proceso con el fin de
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predecir el comportamiento del microorganismo frente a la relacion C/N. Con ayuda de Matlab

se genero el polinomio de grado 8 con correlacion de 1 presentado a continuacion.

Figura 13.

Tendencia de la formacién de PHB variando la relacion C/N.
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Optimizando el polinomio se obtienen 6 raices dentro del rango de las relaciones C/N, entre
las cuales se toma el punto maximo de 11.2064 observado en la grafica 16. Al evaluar esta relacién

en el polinomio se predice una produccién de PHB de 3.019 g/L.
Actividad 2.3.1 Validacion punto optimo

En esta actividad se comprueba la prediccion del polinomio, los resultados se presentan

en la siguiente gréafica:



Mejoramiento en la produccion de PHB 40

Figura 14.

Curva de crecimiento de biomasa, produccion de PHB y consumo de sustrato para la relacion
CIN 11.2064.
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En la grafica 17 se observa un buen crecimiento de biomasa en donde el microorganismo
se adapt6 rapidamente al medio de fermentacién obteniendo un valor méximo de 6.14 g/L en la
hora 32. En cuanto al PHB se evidencia un comportamiento de metabolito primario, obteniendo
3.04 g/L de concentracion maxima a la misma hora en la que se obtuvo la méxima biomasa, este
resultado en comparacion con el evaluado en el polinomio presenta una desviacion estandar del
0,6% demostrando que la estimacion entre el polinomio y el valor experimental es minima. El
porcentaje maximo de recuperacion fue del 49.51% y una acumulacién de PHB de 24.3967 g/L

siendo el méximo valor reportado en este trabajo en alimentacion batch.

A partir de estos resultados se valida la informacion recopilada del polinomio demostrando
que este modelo matematico predice de forma correcta el comportamiento del microorganismo

frente a las relaciones C/N.
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5.3 Fase 3. Cambio en la alimentacion para la produccion de PHB.

Una vez se establece el punto dptimo de la relacién C/N se realiza el cambio de

alimentacion.

5.3.1 Actividad 3.1 Cultivo fed-Batch
A partir de la relacion C/N de 11.2064 se realiza la fermentacion en modo fed-batch, los

resultados se presentan en la gréfica 18.

Figura 15.

Curva de crecimiento de biomasa, produccién de PHB y consumo de sustrato para la relacion
C/N 11.2064 en alimentacion fed-batch.
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Nota:las lineas amarillas representan los pulsos alimentados a lo largo del bioproceso

La fermentacion Fed-batch se alimentd a partir de pulsos distribuidos cada 12 horas
iniciando en la hora 16 ya que en este punto se observa que en alimentacion batch comienza

la fase exponencial y el consumo de sustrato incrementa.

En la gréfica se evidencia el comportamiento del microorganismo con cada pulso agregado,

al adicionar medio en la fermentacion el microorganismo obtiene nueva fuente de carbono
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para mantener la fase exponencial y seguir produciendo PHB.

Se observa un buen crecimiento de biomasa alcanzando una méxima concentracion de
9.5293 g/L a la hora 52, una maxima produccion de PHB de 2.9137 g/L, con un porcentaje
de recuperacion del 33.40% y una acumulacién de PHB de 38.1447 g/L. El rendimiento
producto-sustrato maximo alcanzado fue de 0.19 g/g y el rendimiento producto-sustrato del

proceso fue de 0.14 g/g. Estos rendimientos se obtienen a partir de la siguiente ecuacion:

AP

Donde AP es lo que se produce, AS lo que se consume.

En el estudio realizado por Moreno (2015) utilizando como fuente de carbono glicerol crudo
y a partir de tres tipos de alimentacion fed-batch (pulsos ascendentes, pulsos y constante), obtuvo
méaximas concentraciones de PHB entre 1.18 a 2.06 g/L, con un porcentaje de acumulacion
promedio de 31% y PHB acumulado entre 10.98 y 18.7 g/L. En Garcia (2014) a partir de sacarosa
y extracto de levadura, Azoctobacter vinelandii mutant recuper6 un 38% de PHB, una
concentracion maxima de 5.6 g/L y una acumulacion de 9.1 g/L. La mas reciente investigacion
Yadav (2023) utilizando como fuente de carbono glucosa alcanzé una méaxima concentracion de
PHB de 1.42 g/L, con un porcentaje de recuperacion del 86% y un PHB acumulado de 13.7 g/L.

En la tabla 9 se presentan los resultados obtenidos de la revision bibliografica.
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Tabla 9.
Resultados en alimentacion fed-batch para la produccion de PHB a partir de revision
bibliogréfica.
L Maximo Y Y PHB .
. Duracion p/s p/s % Tipo
Bacteria Sustrato PHB Global maximo L acumulado . .,
h Acumulacion alimentacion
™ g (g (0/9) (/L)
. Pul
(Moreno  Bacillus e _ 206 0075 0.68 31.38 187 u1s0s
o . Glicerol ascendentes
Yariez, mgaterium Crudo 20
2015) B2 1.38 0.3 0.28 23 14 Pulsos
1.18 0.20 0.18 21 10.98 Constante
(Garcia ~ Azoctobacter
etal., vinelandii Sacarosa 38 5.6 0.33 - 70 9.1 Pulsos
2014) mutant
(Yadav Bacillus
& Patra, . Glucosa 34 1.22 0.14 0.18 86 13.7 Constante
subtilis
2023)
Bacill .
Este ma:tlerl:z:w Residuos
. g liquidos 52 291 0.14 0.19 33.40 38.14 Pulsos
trabajo B2
de cacao

En la tabla 9 se presentan los rendimientos méaximos y globales reportados en bibliografia,

donde se observa que este trabajo se posiciona entre los valores de otros autores, por lo que se

demuestra que el modo fed-batch utilizado en este trabajo de investigacion es un buen punto de

partida para posteriores investigaciones, sin embargo, al comparar el modo batch y fed-batch los

resultados no muestran una variacion favorable en el cambio de alimentacion (ver tabla 10).

Tabla 10.

Parametros batch y fed-batch.

Duraci6n Méaximo Yp/s Yp/s % PHB
(h) PHB (g/L) Global maximo  Acumulacion acumulado
(9/9) (g/9) (g/L)
Batch 34 3.0389 0.67 0.75 49.51 24.4
Fed-batch 52 2.91 0.14 0.19 33.40 38.14




Mejoramiento en la produccién de PHB 44

Se observa que el valor de PHB acumulado en alimentacion fed-batch es mayor que en batch
debido a que se prolonga el tiempo de fermentacion de 34 a 52 horas, asi mismo, se cumple con el
objetivo de mantener la fase estacionaria del microorganismo por un mayor tiempo, con el fin de
acumular mayor concentracion de producto. Respecto a los rendimientos producto-sustrato se debe
tener en cuenta que al poseer una mayor cantidad de azdcares iniciales disminuye el rendimiento,
es por esto que en fed-batch al iniciar con una concentracion mayor a la alimentacion en batch
pero manteniendo una concentracion de PHB similar, el rendimiento disminuye

significativamente.

Este trabajo de investigacion se enfoca en la acumulacién de PHB donde se reporta un mayor
valor que los resultados presentados anteriormente. Resaltando que existen pocos articulos
utilizando fuentes de carbono de residuos agroindustriales en alimentacién fed-batch e inexistente
informacidn con respecto a residuos liquidos del cacao, el presente trabajo de investigacion sirve
como precursor a futuras investigaciones con respecto a los diferentes tipos de alimentacion en

modo fed-batch.
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6. Conclusiones
Se evalud la influencia de la relacion C/N en la produccion de PHB por bacillus
megaterium B2 usando residuos liquidos del cacao como fuente de carbono mediante un
disefio experimental el cual a las mismas condiciones de fermentacién vario las
concentraciones de biomasa y PHB, asi mismo el porcentaje de recuperacion y el PHB
acumulado demostrando que a diferentes relaciones C/N el valor de estos cambia. La mayor
concentracion de PHB fue de 3.0389 g/L en la relacion C/N de 11.2064 el cual fue

determinado como punto éptimo a partir de modelamiento matematico.

El efecto de la modificacion del modo de alimentacién de batch a fed-batch incrementd el
PHB acumulado al 156% estableciendo un buen punto de partida para estudios posteriores

que utilicen como sustrato residuos del cacao.
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7. Recomendaciones
Se recomienda ampliar el tiempo del pre y del in6culo con el fin de que el microorganismo

se adapte mas rapido al medio agregado en el fermentador.

Se recomienda usar mucilago del mismo proceso de transformacion del grano para poder
comparar de manera mas efectiva y precisa los pardmetros obtenidos en cada fermentacion.
Esto se debe a que la concentracion de azucares es inherente en este sustrato y depende de las

condiciones de cultivo del cacao.

Se recomienda evaluar otra estrategia de alimentacion en fed-batch (flujo constante) para
seguir estudiando el efecto y determinar la mejor forma de alimentacion con el fin de obtener

la mayor produccion de PHB.
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Apéndices

Apéndice A.

Composicién de los elementos traza presentes en el medio de sales.

Sustancia Composicion
Sulfato de hierro 10 g/L
Molibdato de amonio 0,2 g/L
Acido clorhidrico 10 mL
Sulfato de zinc 2,25 g/L
Sulfato de cobre 1g/L
Sulfato de manganeso 0,5¢/L
Cloruro de calcio 2g/L
Acido bérico 0,23 g/L

Apéndice B.

Liquido residual del proceso de celulosa bacteriana

Apéndice C.

Mucilago.
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Apéndice D.

Medio nutritivo.

Nota: en la imagen de la izquierda se observa el medio nutritivo y en la derecha el pre-inéculo

Apéndice E.

Medio de sales.

Nota: en la imagen de la izquierda se observa el medio de sales y en la derecha el indculo
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Apéndice F.

Pre-inoculo del microorganismo.

7o @'C;b-

Baciiivs. Meadio nutritivo 50 ml,
WEEXETWH B2
Apéndice G.
Inéculo.
Medio nutritivo 5 mL

Medio da Cultivo 230 mL
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Apéndice H.

proceso de fermentacion

| Medio de Cultivo 250 mL I

- :

!
|

|

By T

Muestra 30 mL

@

Apéndice I.

Reactor de tanque agitado.
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Apéndice J.

Pellet formado durante el proceso de fermentacion.

Nota: en la imagen de la izquierda se observa el pellet durante el proceso de fermentacion y en la imagen de

la derecha se encuentra el pellet liofilizado.

Apéndice K.

PHB producido por bacillus megaterium B2 a partir de residuos liquidos del cacao.




