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Resumen

Titulo Ajuste de las condiciones nutricionales del medio de cultivo en la
produccion de polihidroxibutirato (PHB) por Bacillus megaterium B2 a
partir de residuos liquidos de cacao*

Autores Erika Shirley Mesa Beltran; Sara Paola Romero Isaza **

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

Descripcion:

El polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero de origen bacteriano que se ha planteado como un
material alternativo a los plasticos convencionales, debido a sus caracteristicas fisicoquimicas
similares. Sin embargo, su industrializacion se ha visto obstaculizada por los altos costos y la baja
productividad. En esta investigacion se reaprovecharon los azucares presentes en los residuos
liquidos provenientes de la agroindustria del cacao para la produccién de PHB usando la cepa
Bacillus megaterium B2. Se determinaron las condiciones nutricionales del medio de cultivo que
permitieron una mayor acumulacion de PHB, tales como: duracion del ensayo, proporcion de
mezcla de residuos liquidos y, por medio de un disefio de experimentos de composicion central, la
relacion C/N y la concentracion del medio basico de sales; alcanzando un incremento para una
relacion C/N de 6.89 y un factor de concentracion de sales de 1.05. Se analiz6 el consumo del
sustrato por medio de cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y, usando la técnica de peso
seco y el método de extraccién SDS-Sonicacidn, se construyeron las curvas de crecimiento de
biomasa y acumulacién de PHB. Se logré alcanzar una concentracion final de PHB de 11.6283

g/L, lo cual representa un aumento de 82.8% respecto a investigaciones anteriores.

*Trabajo de grado
**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: M. Sc. Mabel Juliana Quintero
Silva, Mag. Luis Enrique Lambis Benitez
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Abstract

Title Adjustment of the nutritional conditions of the culture medium in the
production of polyhydroxybutyrate (PHB) by Bacillus megaterium B2

from liquid cocoa wastes *

Authors Erika Shirley Mesa Beltran; Sara Paola Romero Isaza **
Keywords: Polyhydroxybutyrate, liquid cocoa waste, Bacillus megaterium B2
Description:

Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biopolymer of bacterial origin that has been proposed as an
alternative material to conventional plastics, due to its similar physicochemical characteristics.
However, its industrialization has been hampered by high costs and low productivity. In this
research, the sugars present in liquid waste from the cocoa agroindustry were reused to produce
PHB using the Bacillus megaterium B2 strain. The nutritional conditions of the culture medium
that allowed a greater accumulation of PHB were determined, such as: duration of the trial, mixing
ratio of liquid waste and, through a Central Composite Design’s, the C/N ratio and the
concentration of the basic medium of salts; reaching an increase for a C/N ratio of 6.89 and a salt
concentration factor of 1.05. Substrate consumption was analyzed by High Performance Liquid
Chromatography (HPLC) and, using the dry weight technique and the SDS-Sonication extraction
method, the biomass growth and PHB accumulation curves were constructed. A final PHB
concentration of 11.6283 g/L was achieved, which represents an increase of 82.8% compared to

previous research.

*Bachelor Thesis
**Facultad de Ingenierias Fisicoquimicas. Escuela de Ingenieria Quimica. Directores: M. Sc. Mabel Juliana
Quintero Silva, Mag. Luis Enriqgue Lambis Benitez
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Introduccién

La acumulacion de plasticos en el ambiente es una problematica mundial que requiere
atencion inmediata por parte de los gobiernos y empresas. La produccion global de resinas
plasticas para el afio 2018 fue de 359 millones de toneladas (PlasticsEurope/Association of Plastics
Manufacturers 2020); de las cuales en Colombia se produjeron 1.280.000 y se importaron 792.640
toneladas (GQSP Colombia 2020). Debido a que el pais no cuenta con una politica de regulacién
especifica para este tipo de material, los destinos finales para la acumulacién de los desechos
plasticos y micro plasticos son los rellenos sanitaros y los ecosistemas marinos y costeros, los
cuales tendran presencia de estos materiales durante al menos 500 afios, tiempo que tardan en
degradarse (Greenpeace 2017). Se presume que la produccion global de poliésteres incremente en
los proximos afios, aumentando a su vez los desechos de estos materiales, lo cual, conllevaria un
impacto ambiental con consecuencias méas graves de las causadas hasta el momento. Es por ello
que se hace necesario promover la investigacion cientifica en el campo de produccién de materiales
alternativos como los polihidroxialcanoatos (PHAS) que comparten caracteristicas similares a los
plasticos convencionales.

Los PHASs son biopoliésteres producidos por fermentacion bacteriana de forma intracelular
que, una vez extraidos, presentan propiedades fisicas semejantes a materiales como el polietileno
y el polipropileno, pero son biodegradables, biocompatibles y de origen renovable (Sanchez
Safont, 2019). Los microorganismos que son capaces de sintetizar este biopolimero lo hacen en
condiciones de estrés como una reserva de energia y carbono, bajo limitaciones ya sea de
nitrégeno, fosforo, azufre, magnesio u oxigeno. Debido a sus caracteristicas, este polimero tiene

potencial de aplicacion en la industria de empaques, medicina, farmacia, pinturas y alimentos
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(Gonzélez Garcia, Meza Contsrerass, Gonzalez Reynoso, & Cérdova Lopez, 2013). Sin embargo,
la produccion de este biomaterial se ha visto afectada debido a los altos costos de produccién; por
esta razon, se han desarrollado procesos usando materias primas no convencionales, tales como:
aguas residuales domésticas (Ceyhan & Ozdemir, 2011), glicerol crudo (Mothes, Schnorpfeil, &
Ackermann, 2007), melaza de cafia de azucar y licor de maiz (Gouda, Swellam, & Omar, 2001),
entre otros.

Debido al requerimiento de nuevas fuentes de carbono, se han considerado los residuos
liquidos de mucilago provenientes de la agroindustria del cacao como una materia prima
prometedora para la obtencion de PHA debido a su composicion fisicoquimica. EI mucilago del
cacao es una pulpa blancuzca rica en azucares, pectina, acido citrico y sales; que se suele utilizar
en la fabricacion de productos alimenticios como: arequipe, jalea, licores, entre otros. Sin embargo,
el mucilago se fermenta durante los primeros dos dias, a partir de los cuales la biomasa microbiana
transforma el alcohol en acido acético; impidiendo su uso en la industria alimentaria (Arteaga
Estrella, 2013). Este inconveniente, resulta en el descarte de méas de 70 litros por tonelada de este
material, es decir, la pérdida de materia prima con potencial uso en bioprocesos (Vallejo et al.,
2016).

En el afio 2019, se investigd la produccion de PHB usando Bacillus megaterium B2 y
residuos liquidos provenientes de la agroindustria del cacao,(Suarez Gamboa, 2019) (Suérez
Rodriguez, 2019). Sin embargo, el rendimiento de produccion de polimero no resulté satisfactorio,
la concentracién maxima de biopolimero fue de 4 g/L y la final fue de 2 g/L para el ensayo con
mayor crecimiento de biomasa y acumulacién de PHB. Por lo cual se hace necesario revisar ;Cémo

es posible aumentar la acumulacion de PHB en este bioproceso?
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Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo propuso ajustar, por medio de un disefio de
experimentos de composicion central, la relacion carbono-nitrégeno (C/N) y la concentracion de
sales minerales como variables claves y prometedoras para el mejoramiento de la produccion de
PHB. Debido a que ya se ha demostrado que Bacillus megaterium B2 tiene necesidades especificas
de composicion del medio de cultivo para favorecer su crecimiento y consecuente acumulacion
intracelular de dicho biopolimero. Para tales propoésitos, se implementé la técnica analitica de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) para comprobar el comportamiento del consumo del
sustrato. Se usé la técnica de peso seco para determinar la cantidad de biomasa y de polimero
producido. Para la extraccion del biopolimero se realizaron lavados con dodecilsulfato sodico
(SDS) y el proceso de sonicacion que permitia romper las membranas celulares de las bacterias y
liberar facilmente el contenido celular de PHB. Siendo este un proceso econdémico y seguro para

el medio ambiente.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Determinar las condiciones nutricionales del medio de cultivo que reporten el mejor
desempefio de produccion de PHB, mediante la realizacion de un disefio de experimentos de
composicidn central, usando como sustrato los residuos liquidos provenientes de la agroindustria

del cacao.

1.2 Objetivos Especificos

Identificar la proporcion de mezcla del medio de cultivo y la relacion C/N adecuadas en el

proceso de produccion de PHB usando Bacillus megaterium B2.

Evaluar la concentracion de sales minerales que mejoren el desempefio de B. megaterium

B2 en el proceso de produccion de PHB con la relacion C/N establecida.

Analizar el efecto de la interaccion de la relacion de C/N y concentracion de sales minerales
en el desempefio de produccion de PHB por medio de un disefio de experimentos de composicidn

central.
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2. Estado del arte

2.1 Generalidades del cacao

El arbol del cacao (Theobroma cacao L.) pertenece a la familia Malvaceae subfamilia
Stercoliaceae, incluye diversas variedades, formas y subespecies (Waizel, Waizel, Magana,
Campos, & San Esteban, 2012). En la Gltima década, la produccién colombiana de cacao pasé de
36.118 toneladas para el afio 2009 a 59.740 toneladas para el afio 2019, concentrdndose
principalmente en Santander con un 42%, Antioquia con 9% y Arauca con 8% (Fedecacao, 2020).
La forma y tamafio del fruto del cacao varia de acuerdo con la especie y variedad, es una mazorca
conformada por una cascara carnosa y gruesa, y semillas o granos rodeados de una pulpa cremosa
y azucarada llamada mucilago (Barro Nieves, 1981).

El mucilago absorbe agua que protege a las semillas en tiempo de sequia y que ademas,
ayuda en su germinacion. Una vez separados los granos de las mazorcas, la fermentacion del
mucilago desprende un liquido residual lixiviado (LRL) de color amarillo palido (ver Apéndice A)
el cual resulta descartado como residuo en el proceso de aprovechamiento de la semilla, este
funciona como sustrato a los microorganismos responsables del sabor y aroma caracteristicos de
los granos de cacao (Sarmiento Suarez, 2018). Este residuo esta compuesto por sustancias de alto
interés nutricional que pueden ser aprovechados, tales como: fibra, algunos minerales esenciales
(K, Fe, Mg, P), glucosa, fructosa y sacarosa, fenoles, nitrégeno, grasas, acidos organicos (lactico,
acetico y critico) y proteinas (Duran Riveros & Cabezas Calderon, 2019).

En el marco del desarrollo de procesos biotecnoldgicos por parte del Centro de Estudios e
Investigaciones Ambientales CEIAM de la Universidad Industrial de Santander, para el afio 2019,
se adelant6 una investigacion en la cual se logré producir celulosa bacteriana a partir de mucilago

de cacao fresco suplementado con una fuente de nitrdgeno (peptona). La celulosa es formada como
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una pelicula sobre los medios liquidos y al finalizar la fermentacion oxidativa de los azucares, este
medio liquido residual de produccién de celulosa (LRPC) es descartado como residuo (ver
Apéndice B). No obstante, este LRPC al finalizar el proceso, todavia tiene un importante contenido
de carbohidratos (fructosa, glucosa y sacarosa), metales (Ca, K, Na y Al) y compuestos
provenientes del metabolismo del microorganismo al producir el polimero que pueden ser
aprovechados en un bioproceso (Duran Riveros & Cabezas Calderon, 2019).

Debido a lo anterior, en una investigacion consecutiva, en el afio 2019, se demostré que el
LRPC en combinacién con el LRL son liquidos residuales que pueden ser aprovechados para la
produccién de PHB usando Bacillus megaterium B2 (Suérez Rodriguez, 2019) (Suarez Gamboa,

2019).

Tabla 1

Caracterizacion quimica de los residuos liquidos provenientes de la
agroindustria del cacao

Compuesto LRPC LRL
[o/L] [o/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: Tomado de Tomado de (Suérez Rodriguez, 2019). Produccién de polihidroxialcanoatos a partir de residuos de

la fermentacién del cacao usando Bacillus megaterium B2. (Tesis de pregrado), Universidad Industrial de Santander

2.2 Polihidroxialcanoatos
Los plasticos convencionales se han convertido en un material esencial para la vida del ser

humano. Al ser econdmicos, faciles de moldear y contar con propiedades de ligereza, dureza y
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durabilidad, han permitido reemplazar materiales como madera, vidrio y metal en amplias
aplicaciones industriales y domésticas. Sin embargo, estos plasticos se obtienen de derivados
quimicos del petréleo, y por su alta masa molecular y estructura compleja, no son biodegradables.
Esta resistencia al ataque microbioldgico tiene un impacto directo en el ambiente, ya que pueden
permanecer por alrededor de 500 afios en cuerpos de agua, suelo y vertederos, incrementando la
problematica de cambio climético, acumulacion y contaminacion (Raza, Abid, & Banat, 2018).

Algunos materiales han sido estudiados e implementados como posibles sustitutos de los
poliésteres de origen petroquimico. Entre ellos se encuentran los polihidroxialcanoatos (PHAS),
biopolimeros que son degradados por microorganismos por accion de las enzimas PHA
despolimerasas y PHA hidrolasas, hasta convertirlos en CO2y agua, en condiciones aerobias, y en
metano, en condiciones anaerobias (Reddy, Vivekanandhan, Misra, Bhatia, & Mohanty, 2013).

Los PHAs son polimeros de &cidos hidroxialcanoicos que algunas bacterias, arqueas y
microalgas acumulan intracelularmente en condiciones de limitacion o exceso de nutrientes, como
material de reserva de energia. Hasta el momento se han reportado mas de 150 hidroxialcanoatos,
incluyendo 3-, 4-, 5- y 6- hidroxicarboxilatos, que, de acuerdo con el nimero de carbonos
presentes, pueden ser de cadena corta (3 a 5 carbonos), cadena media (6 a 14 carbonos) y cadena
larga (mas de 14 carbonos). Dependiendo de la composicidn de sus mondmeros, son
termoplasticos o elastoméricos variando propiedades como fuerza tensil, elongacion al quiebre,
biocompatibilidad y biodegradabilidad (Sagong, Son, Choi, Lee, & Kim, 2018). En la Figura 11
se observa la estructura de los PHAs y algunos ejemplos de nomenclatura.

El PHA mas estudiado es el polihidroxibutirato (PHB). Descubierto en Bacillus
megaterium, fue aislado y caracterizado por primera vez en 1925, por el microbidlogo francés

Maurice Lemoigne. Es un homopolimero que exhibe una estructura isotactica completamente
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lineal, que muestra de 60 a 70% de cristalinidad. En comparacion con los polimeros
convencionales, este problema con los PHB puros pueden erradicarse mediante polimerizacion

con comonomeros (Mohapatra et al., 2017).

Figura 1

Estructura general PHAs, ejemplos, nomenclatura y simbolo segln posicion cadena lateral(R)

H
|
- O - C - (CHzp - C -
| |
- R O -
n R Nombre del polimero Simbolo
1 Hidrogeno Poli (3-hidroxipropionato) PHP
Metil Poli (3-hidroxibutirato) P3HE
2 Hidrogeno Poli (4-hidroxibutirato) P4AHB
3 Hidrégeno Poli (5-hidroxivalerato) P5HV

Nota. Tomado de “Plastic bacteria? Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria”

(p.432) por S. Y. Lee, 1996, Trends in Biotechnology, 14 (11)

Los PHAs son insolubles en agua y relativamente resistentes a la degradacion hidrolitica,
presentan buena resistencia a la radiacion UV, pero poca al ataque acido y basico. Se comportan
como un material piezoeléctrico, no son téxicos y se hunden en el agua, favoreciendo la

biodegradacion anaerdbica en los sedimentos. Adicionalmente, el PHB es biocompatible, dando
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lugar a aplicaciones en el sector biomédico para la reconstruccion de tejidos, parches de
bioimplantes, administracién de medicamentos, cirugia y vendaje para heridas (Bugnicourt,

Cinelli, Lazzeri, & Alvarez, 2014).

2.3 Generalidades del microorganismo

Se ha demostrado que existen mas de 300 especies de bacterias productoras de PHB entre
gram negativas y gram positivas. Sin embargo, s6lo un pequefio porcentaje se destaca por su uso
potencial a nivel industrial debido a su nivel de rendimiento y porcentaje de acumulacion del
biopolimero. Entre las especies gram negativas mas importantes se encuentran Ralstonia eutropha,
Alcaligenes latus, Pseudomonas putida, P. oleovorans, Azotobacter vinelandii y una cepa de
Escherichia coli recombinante. Entre las gram positivas sobresalen Actinomycetes y varias
especies del género Bacillus, como Bacillus megaterium (Sanchez Moreno, Marin Montoy, Mora
Martinez, & Yepes Pérez, 2012).

Las especies del género Bacillus se han convertido en organismo modelo en la industria y
la academia, principalmente por su estabilidad genética (Biedendieck et al., 2007) Ademas de
presentar mayor crecimiento comparado con otras bacterias, el uso de este género para producir
PHAs representa una ventaja debido a la ausencia de una pelicula externa de lipopolisacaridos, lo
cual facilita su extraccion (Khiyami et al., 2011)

B. megaterium es una de las bacterias gram positivas mas grandes conocidas en la
actualidad, con una longitud 4 umy un diametro de 1.5 um. Es un microorganismo principalmente
aerobio, formador de esporas, no patogénico, capaz de crecer en sustratos no convencionales y que
se puede encontrar en variados ecosistemas (Bunk et al., 2010). Esta bacteria es capaz de acumular

PHB de forma intracelular como reserva de energia y carbono en condiciones de estrés, bajo la
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limitacidn o el exceso de macronutrientes como el nitrégeno y el fosforo o micronutrientes como
el magnesio o sulfato (Suhazsini, Keshav, Narayanan, Chaudhuri, & Radha, 2020).En la célula
bacteriana, las fuentes de carbono son metabolizadas por distintas rutas (Ver Apéndice E)

En el afio 2015, el CEIAM, como parte de su labor investigativa, logré aislar la cepa
Bacillus megaterium B2 de residuos de glicerol crudo de una planta colombiana de Biodiesel. Esta
cepa demostré ser capaz de producir PHB a una temperatura 6ptima de 37°C y pH de 7 (Moreno
et al., 2015). Investigaciones posteriores, lograron formular un medio basico de sales que
complementara el medio de cultivo con glicerol debido a que ciertos componentes como los
elementos traza y el fosfato acido de sodio, necesarios para el crecimiento microbiano, resultaron
ser inhibitorios, razon por la cual, su formulacion debia ser especifica. Ademas, se demostré que
la produccion de PHB se ve favorecida por la disponibilidad de oxigeno y nitrogeno y se establecio
una relacion carbono-nitrogeno de 10, adecuada para este tipo de sustrato (Lizcano Gonzales,
2018).

Consecuentemente, en el afio 2019, se utilizd B. megaterium B2 para la produccion de PHB
a partir de residuos provenientes de la agroindustria del cacao usando un biorreactor batch de 7 L
con volumen de trabajo de 4 L. Alcanzando una concentracion final de PHB de 2 g/L para el
ensayo con mayor crecimiento de biomasa y acumulacion de PHB (Suarez Rodriguez, 2019)
(Suarez Gamboa, 2019). Sin embargo, se hace necesario realizar un mejoramiento del proceso con
el fin de aumentar la acumulacién del biopolimero.

Teniendo en cuenta lo anterior, este trabajo propone el ajuste de las condiciones
nutricionales del medio de cultivo en la produccion de polihidroxibutirato (PHB) por Bacillus
megaterium B2 a partir de residuos liquidos de cacao, con el objetivo aumentar el desempefio de

produccién en el proceso.
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3. Metodologia

En la

Figura 2 se encuentra la metodologia planteada para lograr los objetivos propuestos en la
presente investigacion. En la primera fase, se determinaron condiciones como duracion del
experimento y proporcion de los residuos liquidos en el medio de cultivo, por medio de
comprobacion experimental y relacion C/N por medio de revision bibliografica. En la segunda
fase, se realizaron cuatro ensayos variando la concentracion de sales minerales en el medio basico
para identificar como afectaba dicha variacion al desempefio de produccion de B. megaterium B2
y establecer un rango con resultados potenciales para aumentar el crecimiento del microorganismo
y acumulacion de PHB. En la tercera fase, se considerd evaluar la interaccion entre variables:
relacion C/N y concentracion de sales minerales, a través de un disefio de experimentos de
Composicion Central con el proposito de incrementar las concentraciones de biomasa y

biopolimero.

Figura 2

Etapas metodoldgicas

Produccion de PHB
Seleccion de variando la Disefio de

condiciones iniciales concentracion de sales experimentos
minerales
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3.1 Seleccién de condiciones iniciales

3.1.1 Seleccion de tiempo de operacion

Se realizd un ensayo durante 72 horas para observar el comportamiento del
microorganismo en este tiempo, y determinar la duracion de los experimentos posteriores. La cepa
se activé depositando un vial criopreservado en 50mL de medio de cultivo, previamente
esterilizado a 105°C por 15min y preparado con liquido residual de la produccion de celulosa
(LRPC) y caldo nutritivo, incorporados en una proporcion de 53% y 47%, respectivamente. El
caldo nutritivo es una solucién acuosa compuesta por peptona 15g/L, extracto de levadura 3g/L y
NaCl 6g/L. El medio inoculado se llevo a incubacién a 34°C, pH 6.9 y 200 rpm, durante 9 horas,
tiempo en el cual, el microorganismo se adapto a la fuente de carbono disponible.

Posterior a esta etapa, se tomaron 4mL del cultivo anterior y se transfirieron a un preindculo
de 200mL donde se reemplaz6 el medio nutritivo por medio basico (MB) y se mantuvo la
proporcion anterior y las condiciones de esterilizacion. EI medio basico esta compuesto de
KH2PO4 1.5¢/L, NaoHPO4 3g/L, MgSO4-7H20 0.2 g/L, (NH4)2SO4 de acuerdo con la relacion C/N
y elementos traza en solucion 100mg/L [FeSO4-7H20, 10 g/l; ZnSO4-7H20, 2.25 g/l; CuSO4-5
H20, 1 g/l; MnSQO4-4H0, 0.5 g/l; CaClz-2H.0, 2 g/l; HsBOa, 0.23 g/l; (NH4)2M07024, 0.2 g/l; y
HCI, 10 ml] (Naranjo, Posada, Higuita, & Cardona, 2013). El preinoculo se incubé a 34°C, pH 6.9
y 200 rpm por un lapso de 16 horas.

Transcurrido este tiempo, se transfirio la totalidad del preindculo a un biorreactor de tanque
agitado con capacidad de 7.5L y 4L de medio con las mismas condiciones nutricionales del
preindculo, a una temperatura de 34°C, pH de 6.9 controlado por solucion buffer de KOH 2M o

HCI 2M, segun lo requerido, suministro de aire de 1 L/min, y agitacion ajustada entre 200 y
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600rpm, con el fin de mantener la saturacion de oxigeno por encima del 50%. En la Figura 3 se
observa en resumen el procedimiento.

Durante la fermentacion se tomaron muestras de 30 mL, por triplicado, cada 2 horas, en
tubos falcon previamente pesados. Las muestras se centrifugaron a 7000rpm por 15 minutos; 10
ml del sobrenadante se conservé congelado para el posterior analisis de consumo de sustrato por
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC) y el restante se descart6. El pellet obtenido se
conservo refrigerado para el analisis de produccion de biomasa usando la técnica de peso seco y

posteriormente se realizd la respectiva extraccion de PHB.

Figura 3

Procedimiento ilustrado del cultivo por lotes para B. megaterium B2
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3.1.2 Revision bibliografica y seleccion de una relacion C/N reportada por otros autores como
las mas adecuadas para Bacillus megaterium

Para seleccionar una relacién C/N fue necesario hacer una revision bibliogréafica de trabajos
en los que se implement6 Bacillus megaterium como microorganismo productor de PHB, con el
fin de encontrar las condiciones nutricionales que otros autores reportaron con mejores resultados
en términos de produccién de PHB y, de esta manera, establecer un valor base para los ensayos

posteriores.

3.1.3 Seleccion de proporcion de mezcla del medio de cultivo

Como resultado del andlisis estadistico propuesto en un estudio previo, se obtuvo que el
sustrato que generaba mayor crecimiento era la combinacion de LRPC (53%) y MB (47%), lo que
hizo que esta proporcion se tomara como punto de partida del presente trabajo, sin embargo, los
mejores resultados experimentales se encontraban alrededor de la combinacion de 3 sustratos:
LRPC, LRL y MB, en partes iguales (Suarez Gamboa 2019). Para validar estos resultados, se
realizaron dos ensayos con la relacién C/N vy el tiempo de operacion establecidos, tal y como se
describe en el apartado 3.1.1; primero con la combinacion de medios 53:47 y luego 33:33:33,
teniendo en cuenta que el carbono disponible varia, y a su vez, la cantidad de (NH4)2SO4

adicionado.

3.2 Produccion de PHB con la relacion C/N establecida a diferentes concentraciones de
sales minerales
Posterior a la seleccion de proporcién de mezcla del medio de cultivo, se varid la
concentracion de sales minerales en el medio basico compuesto por KH2PO4 1.5¢g/L, NaaHPO4
3g/L, MgS0O4-7H.0 0.2 g/L y elementos traza en solucion 0.1g/L, concentraciones que fueron

designadas como los valores estandar y a partir de los cuales se realiz6 el ajuste multiplicando
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dichas concentraciones por distintos factores segun fuera el caso. Se realizaron cuatro ensayos en
los cuales se aumentd un 25% y 100% Yy se disminuyo un 25% y 50% la concentracién de sales
estandar. Luego se realizaron los cultivos correspondientes de la Tabla 2 para cada ensayo como
se describio en el apartado 3.1.1 y la respectiva extraccién de PHB. Con los resultados obtenidos,
se determind el rango de concentracion de sales que evidenciara cambios significativos en el
desempefio de produccién de PHB y se consider6 evaluar la interaccion entre variables, relacion
CI/N y concentracién de sales minerales, con el propdsito de aumentar la produccion de PHB.

Tabla 2

Ensayos realizados variando la concentracion de sales

Factor de
0.5 0.75 1.25 2
sales

3.3 Disefio de experimentos

Se realizé un disefio de experimentos para encontrar la mejor interaccion entre relacion
C/N y concentracion de sales minerales en el medio basico, Disefio Central Compuesto, con ayuda
del software estadistico MINITAB®. Los limites de las variables C/N y concentracion de sales se
establecieron por literatura revisada en la primera fase y observacion experimental de la segunda

fase, respectivamente. En la

Tabla 3 se encuentran las combinaciones sugeridas por el programa y posteriormente
evaluadas. Finalmente, los resultados obtenidos se sometieron a un analisis estadistico con el fin

de encontrar la combinacion de variables que mas incrementara la produccién de PHB.
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Tabla 3

Disefio Central Compuesto

Factor de Sales

C/N

0.88
0.88
1
0.75
0.75
0.70
1.05
1
0.88

175
6.89
25
10
25
17.5
17.5
10
28.11

3.4 Cuantificacion de biomasa, PHB y consumo de sustrato

3.4.1 Biomasa

25

El pellet obtenido se lavo dos veces con solucion salina al 85% para evitar la lisis celular

y eliminar los residuos de azUcares. Luego se seco en el horno a 60 °C por 22 horas y se registro

el peso de tal forma que, por diferencia de peso, se obtuvo la cantidad de biomasa. Este valor se

utilizé para calcular las concentraciones y rendimientos y del proceso.

3.4.2 PHB

Para la extraccion de PHB, se utilizd una técnica con SDS-sonicacion, libre de reactivos

toxicos como cloroformo, metanol o &cido sulfdrico, sustancias peligrosas de manipular y

perjudiciales para el medio ambiente, (Arikawa, Sato, Fujiki, & Matsumoto, 2017). Al pellet seco
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obtenido en la cuantificacion de la biomasa, se le adicionaron 20 mL de agua tipo | y 10 mL de
SDS en solucion acuosa 0.05%m/v. Esta mezcla fue sometida a un bafio con ultrasonidos para
romper las células y dispersar los restos en el agua. El proceso se realizé por 15 minutos a 90°C.
Las muestras se centrifugaron de nuevo a 7000 rpm por 10 minutos, de esta forma, el PHB
insoluble se concentrd en forma de pellet. El pellet se someti6 a dos lavados con una mezcla de
agua tipo 1y etanol al 95% en proporcién 4:1, para remover los residuos celulares. Finalmente, el
tubo que contenia el PHB extraido, se llevo a un horno de secado a 60 °C por 22 horas y se registro
su peso. La diferencia entre este peso y el peso del tubo vacio correspondi6 al peso del PHB. Este

valor se utilizo para calcular rendimientos y porcentaje de acumulacion de PHB.

3.4.3 Consumo de sustrato

El sobrenadante se caracterizO cualitativa y cuantitativamente en términos de tipo y
contenido de azucares por HPLC. Para esto, se utilizd una columna empaquetada en resina de
intercambio i6nico Columna Agilent Hi-Plex H 8um, 300x 7.7mm. El método consistio en una
fase movil de agua tipo 1 a un flujo de 0.6 mL/min, un volumen de inyeccién de muestra de 15 puL
y un detector de indice de refraccion (FID). El tiempo total de analisis fue de 30 minutos. Para la
caracterizacion de azucares, se prepararon tres patrones a partir de una solucion madre de
concentracion 50 g/L de los azucares sacarosa, glucosa y fructosa, con concentraciones de 1, 10,
20, 30, 40 y 50 g/L, con los cuales se construyeron las correspondientes curvas de calibracion. A
partir de éstas, se calcularon las concentraciones de los compuestos presentes. Las muestras se
filtraron a través de una membrana de acetato de celulosa antes de ser diluidas en proporcion 1:2
con fase mdvil para las primeras 20 horas de ensayo y puro para las siguientes horas, y a

continuacion se inyectaron en el equipo de HPLC por triplicado.
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4. Resultados

4.1 Seleccion de condiciones iniciales
Con los ensayos realizados durante esta fase y la revision bibliografica se determinaron
parametros del proceso, como tiempo de operacion, proporcion de mezcla del medio de cultivo y

relacion C/N.

4.1.1 Seleccion de tiempo de operacion

En la

Figura 4 se observa la curva de crecimiento de B. megaterium y la acumulacion de PHB,
donde se evidencia la aparicion del polihidroxialcanoato como un metabolito primario y tres fases:
fase lag, fase de crecimiento y fase estacionaria; distribuidas en distintos periodos de tiempo a lo
largo de todo el experimento. EI microorganismo se mantiene en una fase de latencia hasta la hora
6, donde comienza a crecer exponencialmente hasta la hora 32, alcanzando una productividad
méaxima de 0.0716 g/L-h y donde es posible apreciar una fase cuasi estacionaria hasta la hora 48.
Después de un lapso de 16 horas en esta fase, no se esperaria que el microorganismo continuara
creciendo, sin embargo, B. megaterium B2 retoma su crecimiento hasta la hora 58, donde de nuevo
entra a una fase estacionaria con un leve incremento en las Gltimas 6 horas, obteniendo 3.8296 g/L

de PHB para la hora final del experimento y un rendimiento global de 0.65g PHB/g biomasa. Este
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crecimiento inesperado después de la primera fase estacionaria fue evidente durante la
experimentacion, luego de que B. megaterium que antes demandaba KOH para mantener el pH
comenzd a requerir de HCI, lo que se tradujo en un cambio de metabolismo que ahora resultaba

en la alcalinizacion del medio y en un incremento de biomasa y produccion de PHB.

Figura 4

Curva de crecimiento de B. megaterium para ensayo de 72 horas
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A pesar de que el microorganismo crece durante la totalidad del experimento, el porcentaje
de acumulacion de PHB durante esta primera fase estacionaria es de aproximadamente 63%, y
para la hora 72, equivale alrededor del 65%, un valor que no es recomendable alcanzar, ya que la

diferencia porcentual es minima y para ello se requieren 34 horas mas de operacion, que conllevan
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un mayor gasto energeético y costos econémicos. De acuerdo con estas observaciones, se definié

‘38 horas’ como el tiempo de duracion de los ensayos siguientes.

Tabla 4

Concentraciones maximas y rendimiento ensayo de 72 horas

Concentraciones maximas

o me e T i
[9/L] [o/L] acumulado 9 p
5.890 3.847* 68.541 3.830 0.650

4.1.2 Revision bibliografica y seleccion de una relacion C/N reportada por otros autores como
las méas adecuadas para Bacillus megaterium

En las especies del género Bacillus es dificil promover la formacion de PHB con las
condiciones estandar: relaciones carbono:nitrogeno altas o bajo suministro de aire, ya que estas
inducen a la esporulacion (Wu et al., 2001). A partir de esta observacion, diferentes autores
trabajaron con microorganismos del género, bajo condiciones no estandar. En especifico, se
encontré que el microorganismo Bacillus megaterium B2, se usO en diferentes trabajos con el
objetivo de determinar las cantidades optimas de carbono y nitrogeno (Carrillo & Parra, 2016) y
el efecto de las concentraciones de oxigeno y nitrogeno (Lizcano Gonzalez, 2018). Ademas,
diversos autores plantearon estudios con B. megaterium determinando las condiciones
nutricionales y de operacién méas adecuadas, reportando valores de C/N entre 5y 25.

En la

Tabla 5 se destaca el estudio realizado por Zhang et al. (2013) por la alta concentracién de
PHB obtenida con relacion C/N de 5, y el estudio realizado por Kulpreecha et al. (2009) por la
productividad alcanzada a partir de C/N 25. En los dos trabajos se analiz6 la interaccion entre

distintas fuentes de carbono y de nitrégeno con resultados que permitieron concluir que la
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interaccion influye positiva o negativamente sobre el crecimiento del microorganismo y la

acumulacion de PHB. En la

Tabla 5 se encuentran los valores de relacion C/N reportados por los distintos autores.

De acuerdo con estos resultados, y teniendo en cuenta los estudios previos con B.

megaterium B2, se selecciond la relacion C/N de 10 como el valor base para la realizacion de los

experimentos posteriores.

Tabla s

Relacion C/N para otros autores

Microorganismo Sustrato C/N PHB PHB Referencia
[o/L]  [g/L*h]
Bacillus megaterium B2 Glicerol 5 1.2 0.110 Moreno et al., 2015
Bacillus megaterium B2 Glicerol 10 1.59 0.044 Carrillo & Parra, 2016
Bacillus megaterium B2 Glicerol 10 1.58 0.044 Lizcano Gonzalez, 2018
Bacillus megaterium DSM32T Sacarosa 0.162 Faccin etal., 2013
Bacillus megaterium uyuni S29 Glucosa 5.4 0.45 Rodriguez et al., 2013
Bacillus megaterium YYBm1 Fructosa Korneli et al., 2011
Bacillus megaterium R11 OPEFB” 12,48 0.260 Zhang et al., 2013
Bacillus megaterium BBST4 Glucosa 25 3.3 0.103 Lopez et al., 2011
Bacillus megaterium BBST4 Glicerol 20 4.8 0.114 Naranjo et al., 2013
Bacillus megaterium BA-019 Melaza 25 4.16 0.35 Kulpreecha et al., 2009
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4.1.3 Seleccion de proporcion de mezcla del medio de cultivo

4.1.3.1 Ensayo: Proporcion de mezcla 47:53 En la

Figura 5 se observa que la fase de latencia tuvo una duracién de cuatro horas, en las cuales
el microrganismo se adapt6 al medio de cultivo. Seguida de esta fase, se presenté el crecimiento
exponencial hasta aproximadamente la hora 24; hora a partir de la cual se evidencio la fase
estacionaria donde la bacteria cesd su crecimiento por el agotamiento de nutrientes y dejé de
producir el biopolimero por lo cual la concentracion de este permanecio constante hasta el final
del experimento. (Ver valores de concentracion maxima, concentracion final y rendimiento en la

Tabla 6)

Figura 5
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Curva de crecimiento para el ensayo de concentracion de medios 47:53
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4.1.3.2 Ensayo: Proporcion de mezcla 33:33:33. En la Figura 6 se observa que la fase de
latencia tuvo una duracion de aproximadamente 4 horas, sin embargo, el microorganismo
evidencio una tasa de crecimiento mayor y mas estable a partir de la hora 16. Esto quiere decir que
el microorganismo tomod mas tiempo para adaptarse al medio de cultivo, debido al uso de mucilago
lixiviado fermentado.

Se puede hablar de una etapa estacionaria a partir de la hora 32, en esta fase el
microorganismo detiene su crecimiento debido al agotamiento de nutrientes en el medio. Sin

embargo, aprovecha el PHB producido naturalmente como reserva energética para sobrevivir.

Figura 6
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Curva de crecimiento para el ensayo de concentracion de medios 33:33:33
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Realizando la comparacion de ambos ensayos se obtuvieron, en resumen, los siguientes
resultados:
Tabla 6

Valores maximos de los ensayos segun la relacion de concentracion de medios

Proporcion de Concentraciones maximas Cor_mentracic')n Rendimiento
mezcla Biomasa PHB % PHB final PHB Ypx
[g/L] [g/L] acumulado [o/L]
47:53 3.46 1.94 69.63 1.80 0.570
33:33:33 17.38 11.63 67.54 11,63 0.669

El ensayo donde se evidenciaron los mejores resultados fue aquel en el cual la

concentracion de medios tuvo una razén de 33:33:33 puesto que la concentracion final de PHB
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aument6 84.52% y hubo un mayor crecimiento de biomasa, 80.09%, con relacion al ensayo con
concentracion de medios de razén 47:53.

La mejora en los resultados responde a que el mucilago lixiviado fermentado aporta acidos
(y posiblemente otros nutrientes desconocidos hasta el momento) que favorecen el crecimiento de

biomasa y, por ende, al ser este un metabolito primario, se ve favorecida la produccién de PHB.

4.2 Produccion de PHB con la relacion C/N establecida a diferentes concentraciones de
microelementos

Teniendo en cuenta una concentracion estandar de sales minerales (KH2PO,; 1.5g/L,
Na;HPOs 3g/L, MgSO4-7H,0 0.2 g/L y elementos traza en solucion 0.1g/L). Se procedio a
estudiar el comportamiento de produccion de PHB de Bacillus megaterium B2, al aumentar y
disminuir dicha concentracion, multiplicandola por diferentes factores. Asi, se obtuvieron
resultados para un factor de concentracion de 0.5, 0.75, 1, 1.25 y 2 veces la concentracion estandar
de sales. Resumidos en la Tabla 7. Ver curvas de crecimiento de biomasa y acumulacion de PHB

en Apéndice F —J.

Tabla 7

Valores maximos de los ensayos segun el factor de concentracion de sales

Concentraciones maximas

dia;:;fers Biomasa [g/L] PHB [g/L] % PHB f?nogcsatéagff] Reni',r;"‘emo
acumulado
05 6.684 3.973 82.044 3.973 0.680
0.75 8.439 4.629 75.813 4.629 0.735
1 17.383 11,628 67.539 11.628 0.669
1.25 8.831 7.056 80.764 7.056 0.799

2 14.324 8.798 80.240 8.798 0.614
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Con estos resultados, se realizo la gréafica en la
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Figura 7 con los valores de concentracion de PHB obtenidos al final de cada ensayo, con

el fin de identificar como afectaba al desempefio de produccion, la variacion en la concentracion

de sales y establecer los limites de esta variable en el disefio de experimentos de composicion

central.

Figura 7

Concentracion final de PHB para cada factor de sales

Concentracion final PHB [g/L]

14
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8,7981
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2,25

Modificar la concentracion de sales estandar, tiene un efecto notable sobre la produccion

de PHB, valores por debajo del estandar disminuyen las concentraciones de PHB, de igual manera

sucede al aumentar estas concentraciones, sin embargo, para un factor de sales de 2 se vuelve a

tener un incremento de PHB, no obstante, esto significaria la utilizacion de mayor cantidad de

reactivos y considerando que el fin es disminuir la cantidad sales requeridas por B. megaterium,

se descarta este valor. EI cambio mas significativo se observa entre el rango de 0.75 y 1, lo cual
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puede ser un indicio de un maximo, antes o después de 1, por tal razon se selecciona este rango
para la realizacion del disefio de experimentos. Ademas, el tipo de disefio de experimentos
contempla un rango méas amplio, por encima de 1 y por debajo de 0.75, lo cual permitiria observar

si el comportamiento del microrganismo se ajusta a lo observado en esta fase

4.3 Disefo de experimentos

Al escoger un rango de relacion C/N entre 10 y 25, y un rango de factor de concentracion
de sales entre 0.75 y 1. Con ayuda del software estadistico MINITAB®, se determinaron las
combinaciones experimentales necesarias para efectuar un disefio de experimentos de composicion

central ilustrado en la Figura 8.

Figura 8

Disefio Central Compuesto
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Los resultados de los ensayos realizados se resumen en la Tabla 8, ademas, las curvas de
crecimiento del microorganismo y acumulacion de PHB para cada uno de los experimentos se

encuentran en los Apéndice | - R:
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Tabla 8
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Valores de concentraciones méaximas, concentracion final y rendimiento para los ensayos del

disefio experimental

Concentraciones maximas

CIN Fact(l)r de Biomasa OB % PHB []finr;lll_PHB Renii,miento
Sales [o/L] [o/L] acumulado [9/L] pX
6.89 0.88 5.135 3.568 69.478 3.568 0.695
10 0.75 8.439 4.629 75.813 4.629 0.735
10 1 17.383 11,628 67.539 11.628 0.669
17.5 0.7 0.289 0.129 74.424 0.111 0.383
17.5 0.88 0.948 0.539 56.797 0.539 0.568
17.5 1.05 4.007 2.224 71.935 3.873 0.529
25 0.75 8.487 4.059 71.060 1.331 0.183
25 1 3.241 2.269 74.778 2.269 0.700
28.11 0.88 2.423 1.416 60.750 1.416 0.585

En los ensayos correspondientes al disefio de experimentos, se logré alcanzar una

concentracion maxima de PHB de 11.628 [g/L] para una relacién C/N de 10 y una concentracion

de sales estandar. Estos resultados son comparables con los obtenidos por otros autores que

utilizaron la misma cepa Bacillus megaterium B2 y la misma concentracion del medio basico de

sales. Obteniéndose un aumento del 93% en la concentracion maxima del biopolimero usando

glicerol crudo como sustrato y un aumento de 65.6% usando residuos liquidos de la agroindustria

del cacao sin el ajuste de las condiciones nutricionales (Figura 9).

Los valores obtenidos de concentracion final de PHB se ingresaron al software estadistico

MINITAB®, donde se realizé un analisis de varianza y que permitio obtener el diagrama de Pareto

de efectos estandarizados (Figura 10)
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Figura 9

Comparacion de concentracion maxima alcanzada por otros autores
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Figura 10

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados

Diagrama de Pareto de efectos estandarizados
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En el diagrama se observa que la relacion C/N tiene un efecto mas significativo sobre la
concentracion final de PHB. Por otro lado, la variacion de la concentracion de sales resulta no
corresponder una variable significativa sobre la concentracion final de PHB. Por tal razon, se puede
continuar manejando la concentracion de sales estandar en el medio bésico.

En el software también se realizaron las graficas de contorno y superficie (Figura 11 y
Figura 12), donde se observa un incremento en la produccion de PHB para concentracion de sales
de 1.05 y relacion C/N 6.89. Estos resultados se ajustan a los resultados experimentales y al
comportamiento de B. megaterium observado por otros autores , donde el crecimiento del
microoganismo y la acumulacién del biopolimero, se ven favorecidas por relaciones C/N bajas, es

decir en condiciones de exceso de nitrogeno (Wu et al., 2001).

Figura 11
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De acuerdo con las gréficas de contorno y superficie, incrementar un 5% la concentracion
de sales estandar y ajustar la relacion C/N en 6.89, resultaria en una produccién estimada de 15

[g/L] de PHB a las 38 horas.

Figura 12

Superficie Concentracion final de PHB

PHE [g/1]

Para validar los resultados estadisticos es necesario realizar el ensayo con dichas
condiciones, sin embargo, debido a la emergencia sanitaria del COVID-19 durante el afio 2020, el

tiempo y los recursos no fueron suficientes para su ejecucion.
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5. Conclusiones

La comprobacion experimental para seleccionar la proporcion de mezcla de los residuos
liquidos en el medio de cultivo permiti6 demostrar que los tres tipos de sustrato: LRPC, LRL y
MB, agregados en igual proporcion, aportan nutrientes que aumentan de manera significativa el

crecimiento de B. megaterium B2 y la acumulacion de PHB.

Aumentar o disminuir la concentracion de sales minerales y elementos traza en el medio
basico evidencié la dependencia de la cepa en su desarrollo, confirmando que sin sales minerales

0 con exceso de éstas se puede inhibir el crecimiento del microorganismo.

El disefio de experimentos demostrd que la relacion C/N juega un papel importante en el
crecimiento de Bacillus megaterium B2 y la acumulacion de PHB, ademas confirmo las
observaciones reportadas en la literatura, donde el microorganismo comienza a acumular

biopolimero en un ambiente de estrés condicionado por exceso de nitrogeno.

Ajustar las condiciones nutricionales y de operacion, permitié incrementar la produccion
de PHB, alcanzando una concentracion de 11.628 [g/l] y porcentajes de acumulacion hasta del

80%, un resultado bastante alentador
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6. Recomendaciones

Para validar los resultados obtenidos del disefio de experimentos, se recomienda realizar el

ensayo con el incremento de sales de 5% y la relacion C/N ajustada en 6.89

En las curvas de crecimiento del microorganismo y acumulacion de PHB obtenidas, se
evidencia una fase lag relativamente larga para algunos ensayos, por tal razon se recomienda
extender el tiempo de incubacion del preinéculo para que al momento de ingresarlo en el reactor
ya se encuentre en la fase exponencial, obteniendo las maximas concentraciones de biomasa y
biopolimero en un tiempo menor. Ademas, se sugiere implementar un régimen de alimentacion
intermitente (fed-batch), modo de operacion que resolveria el inconveniente de parar la produccion
y adicionalmente se ha reportado que mejora el desempefio de produccion de PHB por B.

megaterium (Kulpreecha, 2009).

En el estudio realizado por Kulpreecha et al. (2009) se analizé el efecto de la interaccion
entre diferentes fuentes de carbono: sacarosa y melaza; y nitrogeno: sulfato de amonio y urea;
encontrando que la melaza y la urea eran la mejor combinacion como sustrato. Los resultados
evidenciaban que combinar los suministros de carbono y nitrégeno pueden influir positiva o
negativamente sobre el crecimiento del microorganismo y acumulacién de PHB. En otro estudio,
se analiz6 el efecto de variar cinco fuentes de nitrogeno: sulfato de amonio, cloruro de amonio,
peptona y extracto de levadura, obteniendo los mejores resultados con triptona; una fuente de
nitrégeno, que segln otras investigaciones no era la mas adecuada, sin embargo, los autores
concluyeron que esto podia ser debido a la interaccion con la fuente de carbono, que para este caso

eran racimos de frutos vacios de palma de aceite, confirmando la observacién hecha por
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Kulpreecha et al. (2009) (Zhang et al., 2013). Siguiendo esta linea y teniendo en cuenta que se
requiere gran cantidad de sulfato de amonio para cada ensayo, se recomienda utilizar otras fuentes
de nitrégeno con el fin de aminorar costos de este reactivo. La urea representa una opcion factible,
ya que, al ser una molécula pequefia polar sin carga, en contraste con el sulfato de amonio que se
encuentra en forma ionica, la cepa la asimila mas facil; la tasa de absorcion de urea a través de la
membrana es mas rapida y menos dependiente del pH que el sulfato de amonio, ademas es mas

econdmica, lo cual reduciria los costos de produccion de PHB (Nelson, 2000).

En la presente investigacion solo se realizo el analisis de tres azucares por HPLC, los
analisis de muestras obtenidos evidencian la aparicion de otros compuestos a través del tiempo
para cada experimento; en su mayoria deberian ser acidos organicos residuos del metabolismo del
microorganismo, sin embargo, teniendo en cuenta el cambio repentino de pH de algunas
fermentaciones, en donde en lugar de acidificarse el medio, se alcalinizd, se sugiere analizar qué
otras sustancias estan presentes y determinar si tienen alguna incidencia sobre el crecimiento del
microorganismo o bien, proponen un indicio de lo que sucede realmente con B. megaterium B2

para que pase de acidificar el medio a alcalinizarlo.
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Apendices

Apéndice A. Liquido residual lixiviado.
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Apéndice C. Ejemplo de PHB producido por Bacillus megaterium B2 a partir de residuos liquidos

de la agroindustria del cacao.

Apéndice D. Bacillus megaterium B2.
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Apéndice E. Vias metabdlicas que suministran mondmeros para la sintesis de PHA. Tomado de
Metabolic improvements and use of inexpensive carbon sources in microbial production of

polyhydroxyalkanoates (p.581) por T. Tsuge, 2002, Journal of Bioscience and Bioengineering, 94

(6)
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Apéndice F. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrégeno 10 y factor de

concentracion de sales 0.5
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Apéndice G. Curva de crecimiento para ensayo de relacién carbono-nitrogeno 10 y factor de
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10

9
8 —
-
7 2
£
6 o
5 =
=
4 o
&
) 3 £
—@— Biomasa 2
o O

PHB
1
~ - — — — — — — — — — — — — — — — — — -0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38
tiempo [h]



52
CONDICIONES NUTRICIONALES EN LA PRODUCCION DE PHB

Apéndice H. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrégeno 10 y factor de

concentracion de sales 2
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Apéndice J. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrogeno 10 y factor de

concentracion de sales 1
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Apéndice K. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrogeno 6.89 y factor de
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Apéndice L. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrégeno 17.5 y factor de

concentracion de sales 0.7
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Apéndice N. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrogeno 17.5 y factor de

concentracion de sales 1.05
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Apéndice O. Curva de crecimiento para ensayo de relacién carbono-nitrogeno 25 y factor de

concentracion de sales 0.75
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CONDICIONES NUTRICIONALES EN LA PRODUCCION DE PHB

Apéndice P. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrégeno 25 y factor de

concentracion de sales 1.
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Apéndice Q. Curva de crecimiento para ensayo de relacion carbono-nitrégeno 28.11 y factor de

concentracion de sales 0.88
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