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RESUMEN

TITULO: ESTUDIO DE LA PRODUCCION DE POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB) POR Bacillus sp.
UTILIZANDO GLICEROL RESIDUO DE LA INDUSTRIA DEL BIODIESEL COMO FUENTE DE
CARBONO

AUTOR: Paalo Andrea Moreno Yéafiez**

PALABRAS CLAVE: Polihidroxibutirato, Bacillus sp., glicerol residuo de la industria de biodiesel

DESCRIPCION

El polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero biodegradable, biocompatible y termopléstico
sintetizado por bacterias Gram-positivas y Gram-negativas. Este estudio reporta diversos Bacillus
nativos con la capacidad de acumular PHB utilizando glicerol residuo de la industria de biodiesel
como fuente de carbono. De 15 Bacillus aislados, B. megaterium B2 fue seleccionado para la
posterior optimizacion estadistica. Los disefios Plackett-Burman y central compuesto fueron
utilizados para encontrar las variables clave y las condiciones 6ptimas en la produccion de PHB. La
temperatura y las concentraciones de glicerol y Na,HPO, son las variables experimentales con
mayor influencia en la produccion de PHB por B2. Después de 14 horas de fermentacién en matraz
con las condiciones Optimas, B2 produce 0.43g/L de PHB con un 34% de acumulacion intracelular.
En un biorreactor de 7.5 L bajo las mismas condiciones se alcanzé una concentracién maxima de
1.20g/L en 11 horas. Estos valores corresponden a un incremento del 48% y 314% de la
produccién de PHB con respecto a las condiciones iniciales de cultivo. Para lograr un mejor
entendimiento del proceso, se desarroll6 un modelo matematico que permite describir el
crecimiento del microorganismo, el consumo de sustratos, la formaciéon de producto y simular
diferentes estrategias de cultivo. La velocidad de crecimiento del microorganismo se simuld
teniendo como sustratos limitantes el oxigeno y el glicerol de acuerdo con las ecuaciones Monod y
sigmoidal, respectivamente. Para describir la produccién de PHB se utiliz6 la ecuacion de
Luedeking-Piret. La simulacién y la estimacién de parametros se llevaron a cabo utilizando el
software EMSO. Los parametros se estimaron utilizando los datos obtenidos en fermentaciones
batch y fed-batch realizadas en un biorreactor de 7.5 L. La mejor estrategia de alimentacién en fed-
batch, permitié6 una produccion de PHB de 2.06g/L. Este valor corresponde a un incremento del
72% con respecto a la produccion en batch.

" Tesis para optar el titulo de Doctor en Ingenieria Quimica.

**Facultad de ingenierias fisicoquimicas. Escuela de ingenieria quimica. Directores: Carolina

Guzman Luna, Ph.D; Marianny Yajaira Combariza, PhD y Humberto Escalante Hernandez, PhD.
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ABSTRACT

TITLE: STUDY OF THE POLYHYDROXYBUTYRATE PRODUCTION (PH*B) BY Bacillus sp USING
RAW GLYCEROL FROM BIODIESEL INDUSTRY AS CARBON SOURCE

AUTHOR: Paalo Andrea Moreno Yarnez**

KEYWORDS: Polyhydroxybutyrate, Bacillus sp., raw glycerol from biodiesel industry

DESCRIPTION

Polyhydroxybutyrate (PHB) is a biodegradable, biocompatible and thermoplastic biopolymer,
synthesized as cytoplasmic inclusions by Gram-positive and Gram-negative bacteria. This study
reports several wild-type Bacillus strains with the ability to accumulate PHB using raw glycerol from
biodiesel production as the sole carbon source. Out of 15 strains from different sources, B.
megaterium B2 was selected as the most promising strain for further statistical optimization of the
medium composition. Plackett—-Burman and central composite designs were used to establish key
variables and optimal culture conditions for PHB production. Temperature and concentrations of
glycerol and Na,HPO, are the experimental variables with the most significant influence on PHB
production by B2. After 14 hours of fermentation in shake flasks with optimized medium, B2
produced 0.43 g/L of PHB with a 34% accumulation in the cells. In contrast, under the same
conditions, a maximum PHB concentration of 1.20 g/L in a 7.5 L bioreactor was reached at 11
hours. These values correspond to a 48% and 314% increase in PHB production compared to the
initial culture conditions. Aiming for a better understanding of the process, a mathematical model
that allows to describe the kinetics of microbial growth, substrate consumption, product formation
and also to simulate different cultivation strategies was developed. The specific growth rate was
simulated using as limiting substrates the oxygen and the carbon source according to the Monod
and sigmoidal equations, respectively. The product formation was described by the Luedeking—Piret
equation. Model implementation and parameter estimation were carried out in the EMSO process
simulator. Key model parameters were estimated from experimental data obtained in batch and fed-
batch cultivation using a 7.5 L bioreactor. The best feeding strategy in fed-batch cultures, allowed a
PHB production of 2.06 g/L. This value corresponds to an increase of 72% over the batch
production.

" Thesis to obtain the Ph.D. degree in Chemical Engineering
**Faculty of physicochemical engineering, School of chemical engineering. Directors: Carolina
Guzman Luna, Ph.D; Marianny Yajaira Combariza, PhD and Humberto Escalante Hernandez, PhD.
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INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHA), poliésteres compuestos por monoémeros de
hidroxiacidos, son materiales termoplasticos, no téxicos y biocompatibles. Los
PHA se emplean en la fabricacion de envases, productos desechables, medicinas,
suplementos alimenticios y aplicaciones biomédicas. Los PHA se sintetizan
naturalmente, como inclusiones citoplasméaticas, por diferentes géneros de
bacterias Gram-positivas y Gram-negativas como Bacillus, Alcaligenes,
Cupriavidus y Pseudomonas (Chen, 2009; Reddy et al., 2003).

Una de las caracteristicas mas sobresalientes de los PHA es su biodegradabilidad
gue puede producirse por la accion de bacterias y hongos presentes en suelos, en
lodos de plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR), y en aguas
superficiales. Estos microorganismos degradan PHA por accion de las enzimas
PHA hidrolasa y PHA depolimerasa. La actividad de estas enzimas depende de la
composicion del polimero y de factores ambientales como temperatura, nivel de
humedad, pH y concentracién de nutrientes (Madison & Huisman, 1999; Sudesh et
al., 2000).

El polihidroxibutirato (PHB) es el PHA mas conocido (Figura 1), fue descubierto en
1925 por el Bacteridlogo francés Maurice Lemoigne en colonias de Bacillus
megaterium (Lemoigne, 1926). ElI PHB presenta propiedades térmicas vy
mecanicas similares al polipropileno, lo que posibilita la total sustitucién del ultimo
por el primero (Crank et al., 2005). Otra posible aplicacion del PHB es en la
industria biomédica, donde ha sido utilizado para fabricar suturas quirdrgicas
(Shishatskaya et al., 2004), reparaciones oseas (Ni & Wang, 2002), y como
recubrimiento de mallas quirurgicas (Bonartsev et al., 2007). Moléculas de PHB de

bajo peso molecular son producidas naturalmente en la sangre humana



descomponiéndose en acido 3-hidroxibutirico,
biocompatible y no toxico (Reusch et al., 1992).

por lo cual

Figura 1. . Estructura del polihidroxibutirato (PHB )

OH

es altamente

La produccion a escala industrial del PHB inicid6 en la década de los 60’s en

Estados Unidos (Chanprateep, 2010); y actualmente se ha extendido a Europa,

Sur América y Asia. En la Tabla 1 se presentan algunas de las empresas que

actualmente producen PHB, el microorganismo que lo biosintetiza y la fuente de

carbono que se utiliza.

Tabla 1. Principales empresas productoras de PHB

Empresa, Pais Nombr_e Bacteria (Gram) Sustrato Penodo_ d N
comercial operacion
Blotechnology Co, Biomer® Azohydromonas Sacarosa 1994-presente
Alemania lata (-)
PHB Industrial S/A | . Bacteria del genero | AzUcar de cafia 1995-presente
. Biocycle® :
company, Brasil alcaligeno (-) (Sacarosa)
Metabolix, _ MirelTM Cupriavidus Glucosa de maiz 1992-presente
Estados Unidos necator (-)
Bio-On. Italia Minerv- Cupriavidus Residuos de 2007-presente
' PHATM necator (-) remolacha (sacarosa)

El precio del PHB depende de varios factores, entre ellos: el proceso de

produccion; el campo de aplicacion; las propiedades fisicas como pureza y peso

molecular; la demanda; y las politicas ambientales presentes en el pais de
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produccion y de venta. El precio del PHB se encuentra en un rango de 5 a

37 USD/kg, lo que lo hace de 5 a 37 veces més costoso que el polipropileno’.

La investigacion sobre la produccion de PHB se ha enfocado principalmente en
reducir costos de produccion e incrementar la productividad del proceso. Entre las
estrategias para lograr estos objetivos se encuentran: utilizar como fuente de
carbono residuos agro-industriales, buscar nuevas y eficientes cepas nativas,
optimizar las condiciones de cultivo y realizar un modelo que permita describir y

predecir el proceso de produccion.

Puesto que el mayor obstaculo para alcanzar la viabilidad econ6mica en la
produccion de PHB es el costo de la fuente de carbono (Choi & Lee, 1999), en los
ultimos afios se ha investigado el uso de residuos agro-industriales tales como
melaza de cafa de azUcar (Gouda et al., 2001), jarabe de datil (Omar et al., 2001)
y glicerol residuo de la industria de biodiesel (GRIB) (Cavalheiro et al., 2009) como
materias primas para su produccion. Producir PHB a partir de corrientes residuales
presenta beneficios econdmicos y ambientales, puesto que estos sustratos se
transforman en un polimero biodegradable de alto valor agregado.

Actualmente, Colombia es uno de los principales productores de biodiesel en
Latinoameérica con una produccion de 518 kilotoneladas en el 2014 ("Federacion
Nacional de Biocombustibles de Colombia,”). El principal subproducto de este
biocombustible es el glicerol que corresponde aproximadamente al 10% en peso
del biodiesel producido. Aunque el glicerol tiene gran aplicacion en la industria

cosmetica, alimenticia y farmacéutica, el generado a partir de la Industria del

" El rango del precio del PHB se obtuvo por correos electrénicos con las empresas Biotechnology
Co y PHB Industrial S/A. La informacion suministrada se encuentra en el Anexo A.
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biodiesel ha creado un superavit, bajando su precio a nivel mundial, ofreciendo
una fuente de carbono econdmica para transformaciones microbioldgicas
(Johnson & Taconi, 2007).

La capacidad de los microorganismos para aprovechar el GRIB como fuente de
carbono depende de su composicion. El proceso de transesterificacion y la
catalisis basica determinan que, entre los componentes presentes en el GRIB, se
encuentren metanol, jabones, sales y agua (Asad-ur-Rehman et al., 2008; K. Yong
et al.,, 2001; K. C. Yong et al.,, 2001). Dependiendo de la concentracion, estos
compuestos pueden actuar como inhibidores o nutrientes para el microorganismo
productor de PHB.

Como se observa en la Tabla 1, actualmente, la produccion a escala industrial de
PHB es liderada por bacterias Gram negativas como Cupriavidus necator,
Azohydromonas lata, Escherichia coli recombinante y Pseudomonas putida
(Chen, 2009). Estos microorganismos contienen en su membrana externa
lipopolisacaridos (LPS), los cuales se coextraen junto con los PHA y causan
fuertes reacciones inmunogénicas que impiden su aplicacion en el campo
biomédico. Por otra parte, las bacterias Gram positivas carecen de LPS, por lo
tanto, son mas aptas para la produccion de PHA para aplicaciones biomédicas. En
este grupo, sobresalen los géneros Bacillus y Streptomyces, siendo el género
Bacillus mejor candidato para la produccion de PHA debido a su mayor
rendimiento, menores restricciones en las condiciones de fermentacién, rapido

crecimiento en sustratos econdmicos y tolerancia a altas temperaturas. Sin

" Cupriavidus necator primero se conocié como Alcaligenes eutropha, posteriormente Ralstonia
eutropha, seguido de Wautersia eutropha y actualmente como C. necator, que es el nombre
utilizado en todo el documento para citar los trabajos realizados con esta bacteria.

" "Previamente llamado Alcaligenes latus.
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embargo, es necesario evitar la esporulacion de este microorganismo, ya que en
este proceso se consume el PHA acumulado (Valappil et al., 2007).

Identificar cepas nativas con nula patogenicidad, rapido crecimiento y alta
produccion de PHB en sustratos no convencionales, constituyen una importante
herramienta para incrementar la produccion de PHB. Ademas, el uso de
microorganismos nativos ofrece una diversidad de rutas metabolicas, mayor
adaptacion durante las condiciones de fermentacion y disminuye el uso de

antibioticos en comparacion con los microorganismos genéticamente modificados.

Los procesos biotecnoldgicos de produccion de PHB, se basan en el uso de cepas
desarrolladas en paises como Brasil, Estados Unidos, Alemania e Italia. Por esta
razon, para Colombia es pertinente desarrollar el proceso productivo de PHB a
partir de microorganismos nativos Gram positivos del género Bacillus utilizando
GRIB como fuente de carbono; constituyéndose este en el objetivo principal de la

presente tesis doctoral.

Para el desarrollo de este objetivo principal se plantearon tres objetivos
especificos asi: identificar y seleccionar un microorganismo del género Bacillus
con capacidad de producir PHB utilizando GRIB; seleccionar las condiciones
fisicoquimicas y nutricionales que favorezcan la produccién de PHB en el
microorganismo nativo y; plantear un modelo que describa la produccién de PHB a
nivel de laboratorio. El desarrollo de cada objetivo especifico constituye un

capitulo del presente documento.

En el capitulo uno, se presenta el aislamiento, identificacion y seleccién de cepas
nativas de Bacillus con la capacidad de producir PHB utilizando GRIB como Unica
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fuente de carbono. Adicionalmente, se presentan y discuten los resultados de la

caracterizacion del GRIB utilizado en este trabajo.

En el capitulo dos, se describen los disefios de experimentos empleados para la
optimizacion del proceso de produccién de PHB por una cepa nativa de Bacillus
utiizando GRIB como fuente de carbono. Primero se realiz6 un disefio de
Plackett - Burman para seleccionar las variables con mayor influencia en el
proceso y después se empled un disefio central compuesto para hallar los valores

optimos de las variables seleccionadas.

Los procesos que involucran sustratos tipo residuos industriales, pueden ser
descritos mediante modelos matematicos, basados en resultados experimentales.
Estos modelos pueden ser empleados para describir, predecir, optimizar y
controlar diferentes técnicas de cultivos. Asi mismo, son la base para el estudio y
diseiio del escalamiento de un bioproceso (Koller et al., 2006). Por consiguiente,
en el capitulo tres se desarrolla un modelo matematico que describe la produccion
de PHB por una cepa nativa de Bacillus utilizando GRIB como fuente de carbono.
Los parametros del modelo, se estimaron utilizando datos experimentales
obtenidos de fermentaciones en un biorreactor de 7.5 litros en operaciones batch y
fed-batch.

La ejecucidn de esta tesis doctoral permitio la identificacion de una cepa nativa de
Bacillus megaterium, con capacidad de producir PHB utilizando GRIB como Unica
fuente de carbono. Realizando el proceso de produccién de PHB en un biorreactor
de 7.5 L en operacion fed-batch, fue posible alcanzar una acumulacion del 31.38%
de polimero en la célula y una productividad de 0.147 g/(L*h), siendo estos valores
comparables con otras investigaciones similares. El modelo matematico propuesto
permite una adecuada descripcién de la produccion de PHB a partir de GRIB
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colombiano y se constituye como una valiosa herramienta para el escalado

industrial del proceso.
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CAPITULO 1. IDENTIFICACION Y SELECCION DE UN MICROO RGANISMO
NATIVO DEL GENERO Bacillus CON CAPACIDAD PARA PRODUCIR PHB
UTILIZANDO GRIB

RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son termoplasticos biodegradables, no toxicos y
biocompatibles que pueden ser producidos por mdultiples microorganismos y
diversas fuentes de carbono. El polihidroxibutirato (PHB) es el integrante mas
conocido de esta familia y el pionero en las aplicaciones comerciales y biomédicas
de los PHA. La produccion industrial de PHB esta limitada por su viabilidad
economica, siendo la fuente de carbono uno de los costos més significativos. El
glicerol residuo de la industria del biodiesel (GRIB) es un sustrato atractivo para la
producciéon de estos biopolimeros, ya que de esta forma se ayuda a la viabilidad
econdmica de dos industrias. Entre los géneros bacterianos con capacidad para
producir el PHB, sobresale el género Bacillus debido a su alta productividad,
menores restricciones en las condiciones de fermentacion, rapido crecimiento en
sustratos econdémicos y tolerancia a altas temperaturas. Este género no posee
lipopolisacaridos en su membrana (LPS), los cuales se coextraen con el PHB y

causan reacciones inmunogénicas en aplicaciones biomédicas.

En este capitulo se presentan los resultados del primer objetivo de la presente
tesis doctoral: “identificar y seleccionar un microorganismo nativo del género
Bacillus con capacidad de producir PHB utilizando GRIB”. A partir del
procesamiento de diferentes matrices ambientales, incluyendo el GRIB, se
aislaron 15 cepas, de las cuales de acuerdo con la coloracion lipofilica de Sudan
negro, tres (B1, B2 y B8), identificadas por pruebas bioquimicas y moleculares
como B. megaterium, tienen potencial como productoras de PHB utilizando GRIB.

Las tres cepas, junto con el microorganismo de referencia Bacillus megaterium



ATCC14581, fueron sometidas a un proceso de adaptacion al GRIB.
B. megaterium B2 produjo méas PHB que B. megaterium B1, B. megaterium B8 y
B. megaterium ATCC14581 (0.37+0.04 ¢g/L, 0.04+0.003 g¢g/L, 0.27+0.001 g/L y
0.3240.03 ¢g/L a las 18 horas de fermentacién respectivamente); y alcanzé su

méaxima productividad a las 14 horas de fermentacion (0.021g/(L*h)).

1.1. INTRODUCCION

Colombia ha incentivado la generacion y consumo de biocombustibles en los
ultimos aflos. Como consecuencia, actualmente el pais cuenta con seis plantas
productoras de biodiesel en operacion (Tabla 2), las cuales cubren la demanda

interna correspondiente a mezclas de biodiesel en diésel del 2% al 10%.

Tabla 2. Plantas productoras de Biodiesel en Colomb ia

Nombre de la Planta Ubicacién Capai:ldad
t/afio

Aceites Manuelita San Carlos de Guaroa (Meta) 120.000
Biocastilla Castilla la Grande (Meta) 15.000
Biocombustibles sostenibles del Caribe Santa Marta (Magdalena) 100.000
Bio D Facatativd (Cundinamarca) 120.000
Ecodiesel Barrancabermeja (Santander) 120.000
Oleoflores Codazzi (Cesar) 60.000
TOTAL 535.000

Fuente: ("Federacion Nacional de Biocombustibles de Colombia,")

El biodiesel se obtiene por reacciones de transesterificacion de los glicéridos de
los aceites vegetales o las grasas animales con un alcohol, cominmente metanol,
utilizando un catalizador, usualmente una sal basica como hidréxido de sodio o
potasio (Figura 2). Este proceso, genera un 10% (p/p) de glicerol como
subproducto (da Silva et al., 2009).
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Figura 2. Reaccion de transesterificacion paralap  roduccién de biodiesel.
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El glicerol puro es usado en la manufactura de productos alimenticios,

farmacéuticos y cosméticos. Sin embargo, el glicerol residuo de la industria del
biodiesel (GRIB) contiene impurezas como metanol, sales, metales, jabones y
agua (Hajek & Skopal, 2010). Como se observa en la Tabla 3, la proporcion de las
impurezas en el GRIB es muy variable; depende de la materia prima (aceite

vegetal o grasa), el catalizador utilizado en el proceso de transesterificacion y el

proceso de separacion y purificacion del biodiesel.

Tabla 3. Composicion del GRIB en distintos paises

Japoén . . .
. (Asad-ur- Franma_ Corea del Sur Tailandia
Pais (Autor) (Papanikolaoua (Manosak et al.,
Rehman et al., (Moon et al., 2010)
et al., 2008) 2011)
2008)
. . Aceite de Aceite de ReS|du_os Residuos de
Materia prima . - de aceite .
girasol soya aceite vegetal
vegetal
Catalizador NaOH Alcalino Alcalino Alcalino Alcalino
pH 12.5 - - - 9.08
% Glicerol 30 65 75.56 63.7 36.7
% Humedad 2 26 12.6 0.07 14.7
% Cenizas 2-3 4-5 3.93 2.27 4.31
) % Metanol 50 3 0.2 2.66
Z | % Jabones 13 44.0
g % OMO >3 0.5 7.91 33.96

MONG: materia orgéanica no glicerol; OMO: otra materia organica
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Las plantas productoras de biodiesel refinan el glicerol para venderlo a otras
industrias, no obstante, estos pretratamientos son costosos. Por lo tanto, es
importante encontrar alternativas para la utilizacion del GRIB, sin ningin o con los
menores pretratamientos posibles. Una alternativa es su uso directo como
alimento para cerdos y aves de corral (Hansen et al., 2009), aunque es necesario
mezclarlo con precaucion debido al contenido de metanol, el cual es altamente

toxico. Otra alternativa es transformarlo en un producto de mayor valor.

Existen dos tipos de alternativas para la transformacion del GRIB en productos de
mayor valor agregado: procesos quimicos y procesos microbiologicos; cada
proceso tiene sus pros y contras. Los procesos quimicos presentan baja
especificidad del producto, requieren del uso de alta presion y temperatura, y no

se pueden aplicar con glicerol impuro (Johnson & Taconi, 2007).

Los procesos microbioldgicos, ademas de no tener las desventajas anteriormente
citadas, aprovechan la capacidad que tienen algunos organismos de utilizar el
glicerol como fuente de carbono para producir sustancias de interés industrial a
través de diversas rutas metabdlicas. Utilizar glicerol en procesos de fermentacion,
presenta en algunos casos mayores ventajas que el uso de glucosa (da Silva et
al., 2009; Johnson & Taconi, 2007).

Entre la gran variedad de productos obtenidos en las transformaciones
microbioldgicas del glicerol, sobresalen como metabolitos extracelulares: alcoholes
y acidos de bajo peso molecular como el butanol y 1,3- propanodiol producidos por
Clostridium pasterianum (Biebl, 2001) y el acido citrico producido por Yarrowia
lipolytica (Papanikolaou et al., 2002). Como producto intracelular se destaca la
acumulacion de polihidroxialcanoatos (PHA) (Vishnuvardhan Reddy et al., 2009).
Estos polimeros son de interés industrial gracias a sus propiedades
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termoplasticas, de biodegradabilidad, de no toxicidad y biocompatibilidad. Su peso
molecular esta en el rango de 50.000 a 1.000.000 Da, y pueden ser empleados en
la fabricacion de envases, productos desechables, medicinas, suplementos
alimenticios y en aplicaciones biomédicas. Se han identificado aproximadamente
150 PHAs, siendo el polihidroxibutirato (PHB) el integrante mas conocido de esta
familia por su aplicabilidad comercial y biomédica (Chee et al., 2010; Koller et al.,
2010; Reddy et al., 2003). Los PHA son poliésteres sintetizados y acumulados
intracelularmente en forma de granulos por mas de 90 géneros bacterianos. Su
funcion dentro de la célula es la de reserva de alimento y energia para situaciones
de escasez de nutrientes. Los granulos estan cubiertos por una monocapa de
fosfolipidos y proteinas, por esta razén es posible determinar la presencia de PHA
en las células con coloraciones lipidicas como el Sudan negro (Madison &
Huisman, 1999; Zinn et al., 2001).

En la literatura se reportan una gran cantidad de bacterias Gram positivas y Gram
negativas con la capacidad de producir PHA; sin embargo, solo algunas especies
han sido empleadas en su biosintesis, entre ellas estan: Cupriavidus necator
(Daneshi et al., 2010; Franz et al., 2011; Yang et al., 2010), Bacillus megaterium
(Faccin et al., 2009; Naranjo et al., 2013; Vishnuvardhan Reddy et al., 2009),
Azohydromonas lata (Penloglou et al., 2012), Pseudomonas putida (Annuar et al.,
2008; Escapa et al., 2013; Wampfler et al., 2010) y cepas de Escherichia coli
modificadas genéticamente (Lo et al., 2011; Nikel et al., 2008; Wang et al., 2013).

Las bacterias productoras de PHA pueden ser clasificadas en dos grupos de
acuerdo con las condiciones de cultivo necesarias para la sintesis del polimero. En
el primer grupo estan las bacterias que acumulan el polimero exclusivamente en la
fase estacionaria cuando se limita un nutriente esencial como N, P, Mg, K, O, S,
como es el caso de Cupriavidus necator y Pseudomonas putida. En el segundo

grupo se encuentran las bacterias que pueden acumular el PHA durante el
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crecimiento. Algunos microorganismos pertenecientes a este grupo son
Escherichia coli modificada genéticamente, Azohydromonas lata y Bacillus
megaterium (Choi & Lee, 1999; Kessler et al., 2001; Lee, 1996).

El tamafio del monémero del PHA producido depende de la fuente de carbono
utilizada, por lo tanto, siendo el glicerol una molécula pequefa, el PHA que
sintetizaré sera el PHB (ver Figura 1)(Reddy et al., 2003).

Muchos autores coinciden en afirmar que el mayor obstaculo para alcanzar la
viabilidad economica en la produccion de PHB es el costo de la fuente de carbono
(Choi & Lee, 1999); por esta razén, en los ultimos afios se ha investigado
ampliamente sobre el uso de residuos agro-industriales como materias primas

para su produccion (Tabla 4).

Los residuos agroindustriales (Tabla 4) permiten alcanzar acumulaciones y
productividades de PHB similares o incluso mayores a las obtenidas con fuentes
de carbono convencionales como sacarosa, glucosa y fructosa (Faccin et al.,
2009; Khanna & Srivastava, 2005; Wei et al., 2011)

Un factor importante cuando se trabaja con GRIB, es la presencia de sales
derivadas del catalizador, usualmente NaCl. Estas sales, dependiendo de su
concentracion pueden inhibir el crecimiento celular y la produccion de PHB. De
acuerdo al estudio realizado por (Mothes et al., 2007) con Cupriavidus necator
JMP 134 si la concentracion de NaCl en el medio supera un valor de 5 g/L el
contenido de PHB dentro de la célula disminuye y cuando la concentracion de
NaCl alcanza un valor de 20 g/L, la acumulacion de PHB se reduce en un 80%

comparado con el maximo valor posible. En el estudio realizado por (Cavalheiro et
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al., 2009) con Cupriavidus necator DSM 545 utilizando GRIB con un 3% p/p de
sodio la produccién de PHB disminuy6 en un 50% con respecto a los resultados
obtenidos con glicerol puro. Por lo anterior, es indispensable caracterizar el
glicerol, con el fin de formular adecuadamente el medio de fermentacion mas apto

para la produccién de PHB.

Tabla 4. Produccién de PHB utilizando residuos agro  -industriales como fuente de carbono
. Fuente de Microorganismo/ Tipo PHB | %Ypx q
Pais (Autor) carbono (Gram) @D | @ | @)
Espafia Residuos de Azotobacter chroococcum/ 074 | 310 0.01

(Cerrone et al., 2010) | aceite de oliva nativo de suelo (-)

Portugal Cupriavidus necator

(Cavalheiro et al., GRIB DSM 545 (-) 26.14 | 38.0 0.84
2009)

Alemania

(Ibrahim & GRIB Zobellella denitrificans/ 272 | 735 0.03

Steinbiichel, 2009) nativo de lodos ()

Alemania Cupriavidus necator

(Mothes et al., 2007) | CRIB DSM 4058 (-) 24.00 | 48.0 0.48
Egipto o Bacillus megaterium/

(Gouda et al., 2001) Melaza de cafia nativo de PTAR (+) 220 59.4 0.05
Egipto o Bacillus megaterium/

(Omar et al., 2001) Jarabe de datil nativo de PTAR (+) 340 250 0.24
China ~ Bacillus sp. / nativo de

(Wu et al., 2001) Melaza de cafia suelo (+) 2450 | 35.0 0.82
+: Microorganismo Gram positivo -: Microorganismo Gram negativo
Ypix: Rendimiento de producto con respecto a la biomasa g: Productividad volumétrica

Por otra parte, estudios realizados en los Ultimos afios para la produccién de PHB
(Tabla 4) permiten concluir que los microorganismos nativos pueden tener
rendimientos similares o incluso mayores que los presentados por las cepas de
referencia. El uso de microorganismos nativos ofrece una diversidad de rutas

metabdlicas, mayor adaptacion durante las condiciones de fermentacion y
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disminuye el uso de antibiéticos en comparaciéon con los microorganismos
genéticamente modificados. Es posible encontrar microorganismo nativos con la
capacidad de producir PHB en diversos ambientes acuaticos y terrestres (Tabla 4)
como agua de rio, agua de lago, agua de mar, lodos de planta de tratamiento de
aguas residuales (PTAR) y suelos (Koller et al., 2011).

Una de las principales areas de aplicacion del PHB es en la industria biomédica,
donde se ha utilizado para fabricar suturas quirargicas bioabsorbibles (Figura 3A),
tornillos y placas para reparaciones Oseas (Figura 3B), membranas
biodegradables para el tratamiento periodontal (Figura 3C) y mallas quirtrgicas

recubiertas de PHB para cirugias de hernias (Figura 3D) (Bonartsev et al., 2007).

Figura 3. Dispositivos médicos realizados con PHB. (A) suturas quirdrgicas bioabsorbibles;
(B) tornillos y placas para reparaciones 0Oseas; (C) membranas biodegradables para el
tratamiento periodontal; (D) mallas quirtrgicas rec ubiertas de PHB para cirugias de hernias

Fuente:(Bonartsev et al., 2007)

Como se observa en la Tabla 1 y la Tabla 4, actualmente, la produccion de PHB
es liderada por bacterias Gram negativas. Estos microorganismos contienen en su
membrana externa lipopolisacéaridos (LPS), los cuales se coextraen con los PHA y
causan fuertes reacciones inmunogénicas. Las bacterias Gram positivas carecen
de LPS, por lo tanto, son mejores fuentes de PHA para aplicaciones biomédicas
(Valappil et al., 2007).
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Entre los géneros de bacterias Gram positivas con la capacidad de producir PHB
se encuentran Bacillus, Streptomyces, Clostridium, Nocardia y Staphylococcus. El
género Bacillus se considera el mejor candidato para la produccion de PHB;
debido a su mayor productividad, menores restricciones en las condiciones de
fermentacion, rapido crecimiento en sustratos econdmicos y tolerancia a altas
temperaturas. Cuando se trabaja con este género, es necesario tener en cuenta
que la maxima cantidad de PHB se acumula justo antes de la formacion de

esporas y se consume en el proceso de esporulacion (Valappil et al., 2007).

La ruta metabdlica para la produccion de PHB en el género Bacillus comprende
cinco etapas e involucra tres enzimas (Kumar et al., 2013; Valappil et al., 2007):
a) Catabolismo de la fuente de carbono a piruvato; b) Conversion del piruvato en
dos moléculas de Acetil Coenzima A (Ac-CoA); c) Condensacion de dos moléculas
de Ac-CoA en acetoacetil-CoA catalizado por la enzima [-ketotiolasa (codificada
por el gen phaA); d) Reducciéon de acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA por
accion de la enzima acetoacetil-CoA reductasa (codificada por el gen phaB);
finalmente e) Polimerizaciéon del mondémero 3-hidroxibutiril-CoA a PHB por la

enzima PHA sintasa (codificada por el gen phaC).

Como se presenta en la tabla 5, los microorganismos del género Bacillus con
capacidad de producir PHB se encuentran en diversos ambientes, entre los que
sobresalen el suelo y las PTAR. Este género puede aprovechar diferentes fuentes
de carbono, desde azucares de féacil asimilacion como la sacarosa, glucosa y

maltosa, hasta residuos industriales como el GRIB y las melazas.

El corto tiempo de cultivo necesario para la produccién de PHB por el Género
Bacillus (Tabla 5) se debe a su rapido crecimiento en comparacion con otros
microorganismos como Cupriavidus necator, en el que los tiempos de
fermentacion requeridos estan entre 70 y 120 horas (Daneshi et al., 2010; Mothes
et al., 2007; Yang et al., 2010).
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Tabla 5. Produccion de PHB por

Bacillus nativos utilizando matraces

. Fuente de | Fuente de t. f. PHB | %Ypx "

Autor Bacillus aislamiento | carbono | (horas) | (g/L) | (g/q) q (g"L/h)
(Bhagowati et B. cereus SE-1 Bas’ur_a Maltosa 72 5,63 | 40,0 0,0782
al., 2015) organica
(Dhangdhariya | B. megaterium | Agua de
et al., 2015) IKah mar Glucosa 24 0,34 | 56,8 | 0,0142
(Israni &
Shivakumar, Bacillus sp. Ti3 | Suelo Glucosa 24 0,60 | 44,1 0,0250
2015)
(Kumar et al., B. thuringiensis
2015) EGUA5 PTAR GRIB 48 1,37 | 47,0 | 0,0284
(Bora, 2013) B. megaterium | Suelo Glucosa 48 1,38 | 49,0 0,0288
(Rodriguez- .
Contreras et 5 lm?%aztgrlum ggl:)a de Glucosa 48 1,30 | 31,0 0,0271
al., 2013) y 9
(Narayanan & | B. mycoides
Ramana, 2012) | DEC1 Suelo Glucosa 72 3,32 | 76,3 0,0461
(Sangkharak & o .
Prasertsan, Eﬂijob;g's Res.'d.Ll‘los e | Giicerol 9 | 0,35 | 18,9 | 0,0036
2012) pepinillos
(z\éirln;a etal, | pacillus SLD110 | Suelo (l;/lar-lzﬁlzza de | 48 | 034 | 64,2 | 00071
(Thirumala et .
al., 2010) Bacillus spp. 871 | Suelo Glucosa 32 1,90 | 70,0 0,0594
(Kaynar & Extracto
Beyatli, 2009) B. lentus P18 Pescado de carne 48 0,15 | 23,4 0,0031
(Kulpreecha et | B. megaterium Melaza de
al., 2009) BAOL9 Suelo cafia 36 3,91 | 55,5 | 0,1086
(Pal et al., B. thuringiensis
2009) IAM12077 Suelo Glucosa 28 1,20 | 43,4 0,0429
(Somashekara | g o, Suelo Sacarosa 36 | 1,30 | 46,4 | 0,0361
et al., 2009)
(Rohini et al., B. thuringiensis .
2006) R1 Suelo Glicerol 72 3,90 | 64,0 0,0542
(Aslim et al., B. megaterium
2002) Y6 Suelo Glucosa 48 0,21 | 48,1 0,0043
(Goudaetal., |p ooaterium  |PTAR Melazade | 4o | 069 | 46,3 | 0,0145
2001) cafa
(Omar et al., . Melaza de
2001) B. megaterium |PTAR remolacha 48 1,85 | 50,0 | 0,0385

t. f. : tiempo de fermentacién
g: Productividad volumétrica

Ypix: Rendimiento de producto con respecto a la biomasa

En la tabla 5, se presenta la produccion y acumulacion intracelular de PHB por
diversas especies del género Bacillus utilizando matraces. La concentracion y Ypx

de PHB alcanzado, dependen de la especie evaluada, la fuente de carbono y las
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condiciones de fermentacion. Entre las especies mas estudiadas se encuentran B.
megaterium y B. thuringiensis. Los maximos rendimientos reportados han sido

alcanzados con glucosa por B. mycoides DFC1 y Bacillus spp. 87I.

1.2. MATERIALES Y METODOS

1.2.1. Caracterizacion del GRIB. EIl GRIB utilizado en este trabajo fue obtenido
en la planta de produccion de biodiesel BIO D ubicada en Facatativd. En esta
planta, el biodiesel es producido con aceite de palma africana y metoxido de sodio,
posteriormente es lavado con una solucion diluida de acido acético. El GRIB es
mezclado con las aguas de lavado del biodiesel para disminuir la viscosidad. Las
muestras de GRIB fueron recolectadas en recipientes de vidrio color ambar y
almacenadas a 4C. El GRIB fue caracterizado de acuerdo con los parametros

presentados en la Tabla 6. Todas las mediciones se realizaron por triplicado.

Tabla 6. Métodos y equipos utilizados en la caracte  rizacion del GRIB

Parametro Fisicoquimico Método/Equipo Norma/Referencia
pH pH metro
Densidad Picnémetro
% Glicerol HPLC-RI Descrito en la seccién 1.2.8
% Humedad Titulacion Karl Fischer ISO 662:1998
% Cenizas Calcinacion (Manosak et al., 2011)
% Metanol HPLC-RI Descrito en la seccién 1.2.8
MONG % Jabones Titulacion colorimétrica é/(;(riscae(r:;enlgt-;ﬁ, 2m083|)f|cado
% OMO Balance de masa
MONG: Materia organica no glicerol OMO: Otra materia organica
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1.2.2. Muestreo y aislamiento de bacterias del géne ro Bacillus. Se
recolectaron muestras de cinco fuentes diferentes: sal de mar, lodos de PTAR,
GRIB, suelo de un jardin de la UIS y agua estancada de una fuente de la UIS. Un
gramo o un mililitro de cada muestra se suspendié en 9mL de solucion peptonada
estéril (0.1% p/v) y se homogeneizo en un agitador orbital (Unimax 1010) a
200 rpm durante dos horas. Después, las muestras se sometieron a un choque
térmico de 60C durante una hora para destruir las células, asegurando la
obtencion de Unicamente microorganismos esporulados. A continuacion 1 mL de
cada muestra se sembré en agar nutritivo y se incub6é a 37C durante 24 horas
(Yilmaz et al., 2005).

Con el fin de lograr cultivos axénicos, en las cajas en las que se observo el
crecimiento de mas de un tipo de microorganismo se realiz6 un aislamiento en
agar nutritivo de cada morfologia. Para verificar que las cepas aisladas
pertenecieran al género Bacillus, a cada microorganismo aislado se le realizaron

las coloraciones Gram y verde malaquita.
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1.2.3. Identificacion de Bacillus productores de PHB. Bacillus megaterium
ATCC 14581, fue utilizado como el microorganismo de referencia debido a su
habilidad para producir PHB en distintas fuentes de carbono como: rafinosa, xilosa
y maltosa (Full et al., 2006). Las cepas de Bacillus aisladas y B. megaterium ATCC
14581 se incubaron a 37T durante 48 horas, en un medio de sales sdlido de
composicion: 15 g/L agar, 1.5g/L KH,PO4, 9 g/L NayHPO4.12H,0, 0.2 g/L
MgS0O,.7H,0, 0.01 g/L CaCl,.2H,0, 0.1 g/L acido citrico, 1 g/L (NH;).SO,4, 2 g/L
MOPS y 11 g/L glicerol (en términos de glicerol puro). El medio fue suplementado
con 1 mL de solucion de elementos traza que contiene: 20 g/L FeS04.7H0,
0.03 g/L MnCl,.4H,0, 0.3 g/L H3BOy4, 0.01 g/L CuS0O,4.5H,0, 0.2 g/L CoCl,.6H,0,
0.03 g/L (NH4)6M07024.H20, 0.03 g/L ZnS0O4.7H,0, 0.03 g/L NiSO4.7H,0 (Faccin et
al., 2009).

Con el fin de identificar los microorganismos que producen la mayor cantidad de
granulos de PHB, se llevd a cabo la coloracién lipofilica Sudan negro (Budde,
2010). Para realizar esta coloracion, se fijaron por calor los microorganismos en
una lamina, se agrego una solucién al 0.3% p/v de Sudan negro durante 10
minutos, se enjuago con agua y se agregé una solucién al 0.5% p/v de Safranina
durante 5 segundos. Finalmente, las muestras se observaron bajo microscopio
optico (Singh & Parmar, 2011).
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1.2.4. Caracterizacion bioquimica de Bacillus productores de PHB. Las cepas
de Bacillus que de acuerdo con la coloracion de Sudan negro acumulan mayor
cantidad de granulos de PHB, fueron caracterizadas utilizando el kit API (Analytical
Profile Index) 50CHB (BioMérieux S.A). Cada una de las cepas seleccionadas se
ajusto a la escala 2 de McFarland en 10 mL del medio 50CHB, y un volumen de
100 pL fue transferido a cada uno de los 50 pozos del panel APl 50CHB. Los
paneles fueron incubados durante 24 horas a 37C y los resultados fueron
analizados utilizando el software Apiweb (version 4.0; BioMérieux S.A). Los
resultados de la caracterizacion bioquimica fueron corroborados por la

secuenciacion del fragmento 16S rRNA en la corporacion CORPOGEN.

1.2.5. Adaptacion de Bacillus productores de PHB al GRIB. Las cepas
seleccionadas y Bacillus megaterium ATCC 14581 fueron inoculadas e incubadas
a 37T en agar nutritivo modificado de composicion: 15 g/L agar, 15 g/L peptona, 3
g/L extracto de levadura, 6 g/L NaCl y 9 g/L glicerol. Después de 24 horas, una
colonia de cada cepa fue transferida a un matraz con 50 mL de medio nutritivo
modificado (igual composicion sin agar). Los matraces fueron incubados a 37T en
un agitador orbital (Unimax 1010) a 200 rpm durante 24 horas. Este procedimiento
se realizo tres veces para asegurar una adecuada adaptacion al GRIB (Cavalheiro
et al., 2009). Finalmente, las cepas de Bacillus adaptadas fueron criopreservadas
en el sistema cryobank (Copan Diagnostics Inc.) y almacenadas a -70C para su

posterior uso.
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1.2.6. Producciéon de PHB por las cepas de  Bacillus seleccionadas. Las cepas
de Bacillus adaptadas fueron inoculadas en matraces de 250 mL con 50 mL de
medio de sales con igual composicion, sin agar, a la descrita en la seccion 1.2.3
de este documento. Los matraces se incubaron a 37°C en un agitador orbital
(Unimax 1010) a 200 rpm durante 28 horas. Se tomaron muestras a las horas 0, 4,
8, 14, 18, 24 y 28 para determinar pH, la produccién de biomasa y PHB, y el
consumo de glicerol. La cepa con la mayor produccién de PHB se seleccioné para
una posterior optimizacion de las condiciones de cultivo.

1.2.7. Andlisis Estadistico. Los datos experimentales se evaluaron de acuerdo
con el andlisis de varianza (ANOVA) empleando el software Statgraphics
Centurion® (Version 16.1.18, Statpoint Inc., Herndon, Virginia, USA), con un nivel
de confianza de 95% (P<0.05).

1.2.8. Métodos analiticos. Para determinar la biomasa se utilizdo el método del
peso seco, 15 mL de medio de cultivo se centrifugaron a 3420 xg en tubos conicos
previamente pesados durante 5 minutos, el pellet formado se seco a 80C hasta
peso constante. Un (1) mL del sobrenadante se filtr6 empleando membranas de
fluoruro de polivinilo (PVDF) de 0.45 ym y se almacend para la cuantificacion de
glicerol. El contenido de nitrdgeno se determiné por el método de Kjeldahl AOAC
928.08 utilizando 10 mL de sobrenadante.

Para la determinacion de PHB, 2 mL de medio de cultivo se centrifugaron a
3420 xg durante 5 minutos, el pellet se liofilizé durante 48 horas y posteriormente,
se realizo una hidrolisis acida con 1 mL de H,SO, concentrado (98%) durante 20
minutos a 96T con el fin de convertir el PHB en &acido croténico. Las muestras se
diluyeron 50 veces con una solucién 0.005 M de H,SO, y posteriormente, se
filtraron empleando membranas de PVDF de 0.45 ym. Un estandar certificado de

PHB (Sigma-Aldrich) fue procesado en paralelo (Karr et al., 1983).
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El contenido de PHB, glicerol y metanol fue determinado utilizando un
cromatografo liquido (HPLC) Agilent Technologies Series 1100, equipado con una
columna SUPELCOGELTM C-610H. Para el andlisis de PHB se empled un
detector de arreglo de diodos a 210 nm, mientras que para el analisis de glicerol y
metanol se empled un detector de indice de refraccion (Agilent Technologies
1200). Las medidas en el HPLC fueron realizadas bajo un régimen isocratico
utilizando como fase movil una solucion 0.005 M de H,SO, a 0.7 mL/min, y
volumen de inyeccion de 25 pL. La columna y el detector se mantuvieron a 60C y
65T, respectivamente. Se realizaron curvas de cali bracion externas de 6 puntos

con estandares certificados para PHB, glicerol y metanol.

La identidad del PHB fue establecida por espectroscopia RMN en un
espectrometro de RMN Bruker Avance |ll 400 MHz a 27<C, con una secuencia de
pulso zg30 y 512 scans. Se disolvid 1 mg de biomasa en 700 pL de cloroformo
deuterado, la mezcla se sometid a ultrasonido durante una hora a 60C hasta
completa disoluciéon del sodlido. La identidad de la muestra fue confirmada
utilizando el estandar de PHB (Sigma-Aldrich).

1.3. RESULTADOS Y DISCUSION

1.3.1. Caracterizacion del GRIB. En la Tabla 7 se presenta la caracterizacion del

GRIB reportada con un nivel de confianza del 95%.

Tabla 7 Resultados de la caracterizacion del GRIB

Parametro Valor
pH 6.41 +0.12
Densidad (g/mL) 1.04 £0.01
Glicerol (% p/p) 47.42 £ 0.23
Humedad (% p/p) 45.42 +0.02
Cenizas (% p/p) 2.85+0.25
Metanol (% p/p) 3.57 £0.05
Jabones (% p/p) 1.34 +£0.17

43



Los principales componentes del GRIB caracterizado son el glicerol y el agua. El
alto contenido de agua disminuye la viscosidad del glicerol permitiendo su facil
manejo con instrumentos volumétricos. La muestra presenta un bajo contenido de
las sustancias que podrian inhibir el crecimiento microbiano (cenizas, metanol y
jabones) por lo tanto durante todo el estudio descrito se utilizé el GRIB sin ningun

pretratamiento.

1.3.2. Aislamiento, identificacion y caracterizaci6  n de Bacillus productores

de PHB. Fue posible aislar 15 cepas de Bacillus: cinco del GRIB (etiquetadas B1-
B5); cinco del suelo (etiquetadas B6-B10); tres de lodos de PTAR (etiquetadas
B11-B13); una del agua estancada (etiquetada B14) y una de la sal de mar
(etiquetada B15). Cuando las células son tefiidas por la tinciébn de Sudan negro, la
monocapa de fosfolipidos que recubre el granulo de PHB, interactia con la
molécula lipdfila del colorante y los granulos de polimero se distinguen facilmente
bajo el microscopio éptico como manchas de azul oscuro contra el citoplasma rosa
(Figura 4). Solo tres de las 15 cepas aisladas, denominadas como B1, B2 y B8,
junto con la cepa de referencia, producen una cantidad considerable de granulos
de polimero. A pesar de que B. megaterium ATCC 14581 es conocida por su
capacidad de acumular PHB en diversos azucares (Full et al., 2006); este es el
primer reporte (basandose en la literatura revisada hasta el momento) de su

capacidad de acumular PHB utilizando GRIB.

Las cepas B1, B2 y B8 fueron identificadas como B. megaterium por la prueba API
con un nivel de confianza superior al 95%, adicionalmente los resultados de la
secuenciacion del fragmento 16S rRNA (B1 1465 pb, B2 1392 pb, B8 1340 pb)
confirman que las cepas pertenecen al género Bacillus. B2 y B8 presentan un
100% de homologia con la secuencia 16 S rRNA de Bacillus megaterium (Anexo
B).
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1.3.3. Adaptacion al GRIB de Bacillus productores de PHB. En algunos
microorganismos, como P. putida utilizar glicerol como Unica fuente de carbono
ocasiona alargamiento de la fase de adaptacién (Lag) (Escapa et al., 2013). La
adaptacion al glicerol es una herramienta utilizada para aumentar la asimilacién de
la fuente de carbono y de esta manera disminuir la fase Lag. Este proceso se ha
implementado con éxito en cepas nativas de C. necator y B. megaterium
(Cavalheiro et al., 2009; Naranjo et al., 2013).

Como se observa en la Figura 4, gracias al proceso de adaptacion, se incremento
significativamente el tamafio y el nimero de granulos en las células de las cepas
B. megaterium Bl, B2, B8 y ATCC14581, indicando un aumento en la

acumulacion de PHB.

Figura 4. Células tefiidas por la coloracion de suda  n negro. a) B. megaterium ATCC114581 b)
B. megaterium B1 c) B. megaterium B2 d) B. megaterium B8. 1. Antes de la adaptacion. 2.

Después de la adaptacion (microfotografias de campo claro, 100 X)
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1.3.4. Produccién del PHB. En la Figura 5 se observa la cinética de la
produccién de biomasa y consumo de glicerol por las cepas B. megaterium B1,
B2, B8 y ATCC14581 durante 28 horas de fermentacion. Inicialmente la curva
presenta una fase Lag de 8 horas para todas las cepas. La duracion de la fase Lag
es comparable con los valores encontrados por otros investigadores para otras
especies de Bacillus utilizando sustratos facilmente asimilables: 4 h para
B. flexus 112A (glucosa) (Thirumala et al., 2010), 6 h para B. flexus
(sacarosa) (Somashekara et al., 2009) y 8 h para B. mycoides 87| (glucosa)
(Thirumala et al., 2010). El hecho de que las cepas aisladas tengan una fase Lag
corta, se debe probablemente a la adaptacion realizada, la cual mejoré la

eficiencia de asimilacion de esta fuente de carbono.
Figura 5. Produccién de biomasa y concentracion de glicerol por las cepas B. megaterium
B1, B2, B8 y ATCC14581 durante 28 horas de fermenta cién en matraces de 250 mL
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Después de la fase Lag inicia una fase exponencial de seis horas. De la hora 14 a
la 18 se presenta la fase desacelerada seguida de la fase estacionaria. De
acuerdo con el test de ANOVA (P=0.0014), existe una diferencia significativa entre
la produccién de biomasa de las cepas estudiadas, siendo B. megaterium B2 la
gue alcanza un mayor valor de biomasa (1.48 g/L), seguida de las cepas B.
megaterium ATCC 14581 (1.25 g/L), B8 (1.02 g/L) y B1 (0.75 g/L).

En la Figura 5 se evidencia que todas las cepas de Bacillus estudiadas producen
biomasa a expensas del consumo de glicerol. El glicerol inici6 en 11 g/L y tras
28 horas de fermentacion las cepas B. megaterium B2, B8 y ATCC 14581
consumieron 5 g/L, 45 g/L y 5.5 g/L, respectivamente; equivalente a una
disminucion del 40 a 50% en la concentracion de glicerol. B. megaterium B1
consumio6 la menor cantidad de glicerol (2.1 g/L) y por lo tanto produjo la menor
cantidad de biomasa (0.75 g/L). De acuerdo con el test de ANOVA (P=0.0918) se
puede afirmar, con un 95% de confianza, que no hay diferencia significativa entre
el consumo de glicerol de B. megaterium B2, B8 y ATCC 14581; mientras que Si

hay diferencia entre estas cepas y B. megaterium B1 (P= 0.0013).

Las cepas B. megaterium B8 y ATCC 14581 presentaron el mismo rendimiento de
biomasa con respecto a sustrato, Yxss, 0.23, mientras que B. megaterium B2
presento un Yyxs mayor, 0.30; indicando la capacidad superior de esta cepa para
aprovechar el GRIB. Esta capacidad es debida a que la cepa B2 fue aislada del
GRIB utilizado.

En la Figura 6 se presentan los resultados de la produccién de PHB por las cepas
B. megaterium B1, B2, B8 y ATCC14581 durante 28 horas de fermentacion.
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Figura 6. Produccién de PHB por las cepas  B. megaterium B1, B2, B8 y ATCC14581 durante

28 horas de fermentacién en matraces de 250 mL
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Con base en los resultados expuestos en la Figura 6 es posible afirmar que el
género Bacillus pertenece al grupo de microorganismos que produce PHB
asociado al crecimiento. En las cepas B. megaterium B2 y ATCC 14581, la mayor
concentracion de PHB se alcanza en la hora 18, con 0.38 g/L y 0.33 g/L
respectivamente. B. megaterium B8, produce la mayor concentracion de PHB,
0.31 g/L, en la hora 24. La concentracion de PHB alcanzada por estas cepas, es
similar a la reportada por Sangkharak & Prasertsan (2012), 0.35 g/L, con B. subtilis
PHAO012 utilizando glicerol puro. La produccion de PHB por B. megaterium B1 fue
significativamente inferior a las otras cepas estudiadas y presento su maxima
concentracion, 0.06 g/L, a las 14 horas.

Aunque la hora de maxima concentracién de PHB difiere entre B. megaterium B2,

B8 y ATCC14581, las tres cepas alcanzaron su maxima productividad en la hora
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14, 0.021 g/(L*h), 0.019 g/(L*h) y 0.020 g/(L*h), respectivamente. De acuerdo con
el test ANOVA (P=0.4652) no hay diferencia significativa entre la productividad

alcanzada por estas tres cepas.

Los valores de productividad de B. megaterium B2, B8 y ATCC14581, son
similares a los alcanzados por otras cepas de Bacillus utilizando diversas fuentes
de carbono. En el estudio realizado por Deepthi (2011), B. firmus NII0830 alcanzo
una productividad de 0.033 g/(L*h) utilizando GRIB. En Rodriguez-Contreras
(2013), Aarthi & Ramana (2011) y Pal (2009) las cepas de B. megaterium Uyuni S
29, B. mycoides DFC1 y B. thuringiensis IAM12077 alcanzaron productividades de
0.027 g/(L*h), 0.038 g/(L*h) y 0.058 g/(L*h) utilizando glucosa.

A la hora 18, las cepas de B. megaterium B2, B8 y ATCC14581, alcanzaron una
acumulacion de PHB en la célula, Ypix, correspondiente al 25%, 28% y 27%,
respectivamente. De acuerdo con el test de ANOVA (P=0.6191), no existe una
diferencia significativa entre estos valores. Estos resultados son concordantes por
los reportados por otros estudios en los cuales se utilizaron cepas nativas de B.
megaterium y fuentes de carbono convencionales. En Kulpreecha (2009) B.
megaterium BA-019 acumuldé 28.57% utilizando sacarosa y en Rodriguez-

Contreras (2013), B. megaterium uyuni S29 acumul6 31% utilizando glucosa.

El rendimiento de producto con respecto a sustrato, Ypss, a las 28 horas de
fermentacion presenta el mismo valor en las cepas B. megaterium B8 y ATCC
14581 (0.06), y es ligeramente superior en la cepa B. megaterium B2 (0.07). Estos
valores son similares al rendimiento reportado por Israni & Shivakumar (2015)
(Yps=0.057) en una cepa nativa de Bacillus utilizando glucosa como fuente de

carbono.

De acuerdo con los resultados expuestos, las cepas nativas B. megaterium B2 y

B8, producen mayor cantidad de PHB que B. megaterium B1l. Ademas, estas
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cepas presentan resultados similares a la cepa de referencia B. megaterium
ATCC14581. A pesar de que no existe una diferencia significativa entre las cepas
B. megaterium B2 y B8, se seleccion6 B. megaterium B2 para la posterior etapa
de busqueda de condiciones fisicoquimicas y nutricionales que favorezcan la
producciéon de PHB utilizando GRIB.

1.3.5. Caracterizacion del PHB. La Figura 7 muestra los espectros RMN del
patron de PHB (arriba) y del PHB producido por B. megaterium B2 (abajo), en los
cuales se presenta la intensidad normalizada en el eje y, y en el eje x el

corrimiento quimico.

Figura 7. Espectros RMN del patron de PHB (arriba) y del PHB producido por

B. megaterium B2 (abajo)

: » 3B, l
b 8
2 2
1
3 R
s wifn |
& - i \J U

Se observa una total concordancia entre las sefiales de resonancia caracteristicas

del PHB: 1 Doblete correspondiente al grupo metilo (-CH3) a 1.27 ppm; 2 y 2’
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Multipletes a 2.4 y 2.6 ppm correspondientes a los dos protones no equivalentes
del grupo metileno (-CH,-); y 3 Multiplete a 5.26 ppm correspondiente al grupo
metino (-CH-) (Doi et al., 1986). La sefal presente en el corrimiento 1.60 ppm es

debida a la presencia de agua.

1.4. CONCLUSIONES

Tres cepas, de quince aisladas, B. megaterium B1l, B2 y B8, demostraron su
capacidad para producir PHB utilizando GRIB como Unica fuente de carbono. Se
seleccion6é B. megaterium B2, para estudiar las condiciones que favorecen la
produccion de PHB utilizando GRIB. Se demostré que el GRIB es una fuente de
carbono adecuada para la produccion de PHB por microorganismos del género

Bacillus.
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CAPITULO 2. SELECCION DE LAS CONDICIONES FISICOQUIM ICAS Y
NUTRICIONALES QUE FAVORECEN LA PRODUCCION DE PHB EN

Bacillus megaterium B2

RESUMEN

El disefio de experimentos es una valiosa herramienta para encontrar las variables
mas influyentes y sus valores Optimos en los procesos de fermentacion. En este
capitulo se presenta el segundo objetivo de la presente tesis doctoral: “Seleccionar
las condiciones fisicoquimicas y nutricionales que favorezcan la acumulacién de

PHB por B. megaterium B2".

De acuerdo con el disefio Plackett-Burman las variables con mayor influencia en la
produccion de PHB son la temperatura, la concentracion de glicerol y la
concentracion de Na,HPO,, y de acuerdo a los disefios centrales compuestos
realizados, sus valores Optimos son 34T, 7.6 g/L y 3 g/L, respectivamente.
Después de 14 horas de fermentacion en matraz Erlenmeyer utilizando las
condiciones Optimas, B. megaterium B2 produce 0.43 g/L de PHB con una
acumulacion en la célula del 34%. Este valor corresponde a un incremento del
48% con respecto a las condiciones iniciales. Al evaluar las condiciones 6ptimas
en un biorreactor de 7.5 L se observéd un incremento significativo en la produccion
de PHB (1.20 g/L), demostrando la necesidad de controlar el pH y suministrar un

flujo constante de oxigeno disuelto.



2.1. INTRODUCCION

La produccion de metabolitos microbianos es afectada por mdultiples variables
como temperatura, pH, formulacién del medio, disponibilidad de oxigeno y tiempo
de fermentacion. Por lo tanto, es indispensable buscar estrategias que permitan
determinar cuéles son las variables de mayor influencia en el proceso y optimizar
sus valores. El disefio de experimentos es una herramienta que permite obtener la
mayor cantidad de informaciéon con el minimo niamero de experimentos (Gaden,
1959; Greasham, 1993; K.-M. Lee & Gilmore, 2006).

El disefio de Plackett-Burman es un disefio fraccionado de resolucion Il que
permite con n+1 experimentos analizar el efecto de n variables sobre la variable
de respuesta. Este tipo de disefio experimental se utiliza para realizar un cribado
cuando se tiene un gran namero de variables (mayor a 7) (Greasham, 1993;
Gutierrez & de la Vara 2008; S. Y. Lee & Choi, 1999).

Por otra parte, después de seleccionar las variables con mayor influencia en el
proceso (maximo 5) mediante el disefio de Plackett-Burman, es conveniente
aplicar la metodologia de superficie de respuesta (MSR) para encontrar un modelo
de regresion que permita determinar los valores Optimos para la produccion del
metabolito estudiado. Para que un modelo de regresion se pueda considerar
predictivo, debe explicar mas del 70% de la variabilidad de los datos (Greasham,
1993; Gutierrez & de la Vara 2008; S. Y. Lee & Choi, 1999).

El disefio de experimentos mas utilizado en la MSR es el disefio central
compuesto (DCC). ElI DCC tiene tres tipos de puntos experimentales: puntos
centrales, puntos factoriales y puntos axiales. Con la informacién obtenida en
estos experimentos es posible determinar los efectos principales de interaccion y

de curvatura de las variables estudiadas sobre la variable de respuesta.
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Usualmente es necesario realizar varios DCC para encontrar el valor optimo de

todas las variables (Gutierrez & de la Vara 2008).

Como se observa en la Tabla 8, emplear el disefio de Plackett-Burman y la MSR
mejora significativamente la produccion de PHB. De acuerdo con los autores
citados (Tabla 8) las variables mas influyentes en la produccion de PHB son las

fuentes de carbono, nitrégeno, fosforo y minerales.
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Tabla 8 Optimizacion de la produccién de PHB emplea

ndo disefio de Plackett-Burman y MSR

Variables estudiadas con mayor influencia Después del
. . en la produccién de PHB Antes del DDE DDE
Autor Microorganismo % q
Fuente Fuente Fuente Minerales Inéeulo PHB q PHB q
de C de N de P (g/L) | (g/(L*)) | (g/L) | (g/(L*h))
Sathiyanarayanan | g, s subtilis NaCl 3.25| 0.0812| 9.16| 0.2290| 182.0
et al 2013
KH,PO, |MgS0O,.7H,0
Gahlawat et al Azohydromonas
2012 australica Na,HPO, Elementos 1.26| 0.0420| 2.63| 0.0877| 108.7
traza
i- ini i KH,PO

Mokhtari-Hosseini | Methylobacterium |\ o...no1 | (NH,),S0, 2 0.81| 0.0225| 2.95| 0.0819| 264.6
et al 2009 extorquens Na,HPO,

Aminoécidos
Nikel et al 2008 Escherichia coli | Glicerol | de la Tamafo | 1.25| 0.0260| 3.35| 0.0698 | 168.0

caseina

iavi KH,PO

Khanna et al Cupriavidus Fructuosa 2774 \MgS0,.7H,0 3.84| 00640 6.75| 0.1125| 75.8
2005 necator Na,HPO,

DDE: Disefio de experimentos

C: Carbono

%q: porcentaje de incremento en la productividad
N: Nitrégeno

P: Fosforo




Después de encontrar las condiciones que favorecen la produccion de PHB es
recomendable realizar experimentos en un biorreactor que permitan controlar y
manipular variables del proceso como pH y oxigeno disuelto. Adicionalmente, el
biorreactor debe permitir el cultivo en operacion fed-batch; que es bien sabido
incrementa la densidad celular necesaria para aumentar la productividad y el
rendimiento en metabolitos intracelulares (Ibrahim & Steinbtichel, 2009). Realizar
la fermentacién en operacion fed-batch también es recomendable cuando el
sustrato puede causar inhibicion en la produccién de metabolitos(Scott Fogler,
2008) como es el caso del GRIB.

2.2. MATERIALES Y METODOS

2.2.1. Microorganismo B. megaterium B2 fue usado en todos los experimentos.
Un vial del microorganismo criopreservado fue reactivado mensualmente y
posteriormente repicado en agar nutritivo modificado de composicion: 15 g/L agar,

15 g/L peptona, 3 g/L extracto de levadura, 6 g/L NaCl y 9 g/L glicerol.

2.2.2. Disefio de experimentos Se evaluo la influencia de siete variables (Tabla
9) en la produccién de PHB por B. megaterium B2. La concentracion en el medio
de fermentacion de las sales no estudiadas se fijo en: 0.2 g/L MgS0,.7H,0, 0.01
g/L CaCl,.2H,0, 0.1 g/L acido citrico, 1 g/L (NH4)>SO, y 2 g/L MOPS. Los
experimentos se realizaron en matraces de 250 mL con 50 mL de medio utilizando
un agitador orbital (Unimax 1010). El tiempo de fermentacién fue 14 horas, ya que
de acuerdo a los resultados presentados en el Capitulo 1, en este tiempo se
alcanza la mayor productividad del proceso. La variable de respuesta en todos los

disefios de experimentos fue la concentracion de PHB.



Tabla 9 Variables y niveles evaluados en la producc

i6n de PHB por B. megaterium B2

\}—;F;ic;gl((ee Variable — Unidades C\éggiglga Niveles c Ol\(ljii\;i((e!:jos
Glicerol - g/L A 198.?500 11
(NH,)S0, - g/L B 25 1
Nutricional KH,PO,- g/L C égg :I:.L
Na,HPO,.12H,0 - g/L D 3;88 11
Solucién de elementos traza E 1.00 -1
—mL/L 3.00 1
28.00 -1
Fisicoguimica femperatura- © " 132760000 l:L
Velocidad de agitacion - rpm G 200:00 1

Primero se realiz6 un disefio de Plackett-Burman de 13 experimentos (Tabla 10)
con el fin de seleccionar las variables con mayor influencia en el proceso. El punto
central (experimento 13) fue incluido para evaluar la falta de ajuste del modelo de
regresion e identificar la presencia de efectos no lineales en los rangos

estudiados. Los experimentos 1 al 12 se realizaron por duplicado y el punto central

se realiz6 cuatro veces.
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Tabla 10 Disefio de Plackett-Burman para la producci  6n de PHB por B. megaterium B2

Variables codificadas

Exp.
A B C D E F G

7 -1 1 1 1 -1 1 1
8 -1 -1 -1 -1 -1 -1 -1
9 -1 1 -1 -1 -1 1 1

10 1 -1 -1 -1 1 1 1

11 -1 -1 -1 1 1 1 -1

12 -1 -1 1 1 1 -1 1

13 0 0 0 0 0 0 0

Después de realizar y analizar los 13 experimentos del disefio de Plackett-
Burman, se seleccionaron las tres variables con mayor influencia en la produccion
de PHB por B. megaterium B2. Para obtener los valores Optimos de estas
variables y obtener un analisis detallado de su influencia en el proceso, se realizé
un disefio central compuesto (DCC). Todos los experimentos se realizaron por
duplicado y los puntos centrales se realizaron cuatro veces. Finalmente, y con el
fin de validar los resultados obtenidos y para conocer la nueva dinamica del
microorganismo, se realizaron fermentaciones en las condiciones Optimas,
tomando muestras a las horas 0, 4, 8, 14, 18, 24 y 28, para medir las

concentraciones de biomasa, PHB, glicerol, nitrdgeno y pH.
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2.2.3. Andlisis Estadistico Los datos experimentales se evaluaron de acuerdo
con el andlisis de varianza (ANOVA) y la metodologia de superficie de respuesta
(RSM). Los andlisis estadisticos se desarrollaron empleando el software
Statgraphics Centurion® (Version 16.1.18, Statpoint Inc., Herndon, Virginia, USA),
con un nivel de confianza de 95% (P<0.05).

2.2.4. Produccion de PHB en un biorreactor de 7.5L. Las condiciones Optimas
para la produccion de PHB por B. megaterium B2 determinadas en matraces, se
evaluaron en un biorreactor de 7.5 L. (BioFlo 115; New Brunswick Scientific, USA)
con 4 L del medio optimizado. El aire se suministr6 a un flujo de 4 L/min, la
velocidad del agitador se establecié en 400 rpm y el pH se ajustdé y mantuvo en 7
con una solucion 2N de KOH. El preindculo se preparé en un matraz de 500 mL
con 200 mL del medio Optimo. Se tomaron muestras cada hora para medir la

concentracion de biomasa, PHB, glicerol y nitrogeno.

La concentracién de biomasa, PHB, glicerol y nitrdgeno, se determiné de acuerdo
con lo descrito en la seccion 1.2.8.
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSION

2.3.1. Disefio de experimentos Se evaluo la influencia de la temperatura, la
velocidad de agitacion y las concentraciones de glicerol, nitrégeno, fosforo y
minerales en la produccion de PHB por B. megaterium B2. En la Tabla 11, se
presentan los resultados del disefio de Plackett Burman, y en la Tabla 12 el
ANOVA de este disefio.

Tabla 11. Resultados del disefio de Plackett Burman

c Variables codificadas Variable de respuesta

Xp.

Nt?- A|B|C|D|E|F|G PHB (g/L)
1 -1 (1 (-1]-1]-1]|1 0.05 0.05
2 1(-1(1]-1]-1]-1 0.01 0.01
3 101 1(-1]1]-1]-1 0.07 0.05
4 1|11 1 ]/-1]1]-1 0.05 0.05
5 1 1 |-1]1 1)1 0.00 0.00
6 1 1 1 (-1]1 1 |- 0.08 0.08
7 1)1 1 1 ]-1]1 1 0.13 0.11
8 1 (-1(-1]-1|-1]-1]-1 0.11 0.11
9 11 (-1]-1]-1]1 1 0.24 0.22
10 1 |(-1(-1]-1]|1 0.10 0.12
11 -1 -1 -1 1 -1 0.07 0.08
12 111 1 (-1]1 0.00 0.00
13 0 0 0 0 0 0.11 0.10 0.09 0.10
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Tabla 12. ANOVA de los resultados del disefio de Pla

ckett-Burman

Fuente C?Jl;r;]rigce)s Gl | Cuadrado Medio Ralz:on- Valor-p
A:Glicerol 0.0145042 |1 0.0145042| 207.2| 0.0000
B:(NH,),SO4 0.0018375 |1 0.0018375| 26.25| 0.0001
C:KH,PO, 0.00510417 |1 0.00510417| 72.92| 0.0000
D:Na,HPO, 0.0247042 |1 0.0247042 | 352.92| 0.0000
E: Solucion de elementos
traza 0.0100042 |1 0.0100042 | 142.92 | 0.0000
F:Temperatura 0.0315375|1 0.0315375| 450.54 | 0.0000
G:Velocidad de agitacion 0.00260417 |1 0.00260417 37.2| 0.0000
Falta de ajuste 0.00286488 | 5 0.000572976 8.19| 0.0007
Error puro 0.00105 |15 0.00007
Total (corr.) 0.0942107 | 27

El ANOVA de los resultados obtenidos en el disefio de experimentos Plackett-
Burman (Tabla 12), indica que las siete variables estudiadas tienen un efecto
significativo en la produccién de PHB por B. megaterium B2 (P<0.05). De acuerdo
con el diagrama de Pareto (Figura 8), la temperatura, la velocidad de agitacion y la
concentracion de nitrégeno tienen un efecto positivo en la produccion de PHB,;

mientras que la concentracién de glicerol, las fuentes de fésforo y los elementos

traza tienen un efecto negativo.

Figura 8. Diagrama de Pareto de los resultados del

F:Temperatura

D:Na2HPO4

A:Glicerol

E:Elementos traza

C:KH2PO4

G:Agitacion

B:(NH4)2504

12 16
Efecto estandarizado

71

20 24

disefio de Plackett-Burman




La produccion de PHB en el Género Bacillus esta asociada al crecimiento del
microorganismo (Israni & Shivakumar, 2015; McCool et al., 1996; Somashekara et
al., 2009), por lo tanto el efecto positivo de la temperatura y la velocidad de
agitacion se debe a que el incremento de estos factores favorece el crecimiento

microbiano.

En contraste con otras especies como Cupriavidus necator (Daneshi et al., 2010)
B. megaterium B2 no necesita una limitacion de la fuente de nitrogeno para
estimular la produccion de PHB. Resultados similares fueron encontrados por
Kumar (2015) para la cepa Bacillus thuringiensis EGU45.

El efecto negativo de las dos fuentes de fésforo estudiadas indica que la limitacion
de este nutriente es crucial para la produccion de PHB por B. megaterium B2. Un
comportamiento similar fue reportado por Vijayendra (2007) en una cepa nativa de

Bacillus.

La falta de ajuste reportada (P=0.0007, Tabla 12), es un fuerte indicio de curvatura
en las variables estudiadas. Este indicio se comprueba, observando las graficas
de residuos contra los niveles de los factores (Figura 9), donde se aprecia que los
residuos correspondientes a las observaciones en el centro del experimento estan
mas arriba que los residuos en los extremos. Por lo tanto, es necesario realizar un

disefio mas robusto para evaluar las condiciones Optimas de cultivo.
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Figura 9.

Residuos contra niveles de factores del d

isefio Plackett-Burman
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Para el DCC, se seleccionaron las tres variables que de acuerdo con el diagrama
de Pareto tienen una mayor influencia en la produccion de PHB por
B. megaterium B2: temperatura y las concentraciones de glicerol y Na,HPO,. Los
valores de velocidad de agitacion y las concentraciones de nitrogeno, KH,PO,4 y
elementos traza; se fijaron en el nivel que de acuerdo al diagrama de Pareto

favorece la produccion de PHB.

En la Tabla 13 se presenta el DCC realizado y en la Tabla 14 se encuentra el
ANOVA de los resultados. Los rangos de las variables, fueron levemente

modificados de acuerdo con los resultados del disefo de Plackett Burman.

Tabla 13. Resultados del DCC

Variables Var |_ables Variable de respuesta

Exp. codificadas

No. | Temperatura | Na,HPO, Glicerol

() (Q/L) (Q/L) A B C PHB (g/L)

1 33 5 125 | 0] 0] o0 ]o023][018|019]0.21
2 30 3 9.5 1] -1 -1 0.12 0.13
3 37 3 9.5 1]-1|-1 0.14 0.15
4 30 7 9.5 -1 1 -1 0.11 0.13
5 37 7 9.5 1 1 -1 0.11 0.11
6 30 3 15.5 1011 0.16 0.13
7 37 3 15.5 1] -1 1 0.18 0.18
8 30 7 15.5 1|1 1 0.00 0.00
9 37 7 15.5 1 1 1 0.06 0.05
10 30 5 12.5 1] 0 0 0.00 0.00
11 37 5 12.5 110]|O0 0.10 0.09
12 33 3 12.5 0| -1|0 0.17 0.14
13 33 7 12.5 0 110 0.03 0.03
14 33 5 9.5 0| 0]-1 0.20 0.20
15 33 5 15.5 0 0 1 0.21 0.16
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Tabla 14 ANOVA del DCC

Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razo6n- | Valor-
Cuadrados Medio F p

A:Temperatura 0.007605 1 0.007605 5.78 0.0250

B:Na,HPO, 0.037845 1 0.037845 28.78 | 0.0000

C:Glicerol 0.003645 1 0.003645 2.77 | 0.1101

AA 0.0333105 1 0.0333105 25.33 | 0.0000

AB 0.000025 1 0.000025 0.02 | 0.8916

AC 0.0016 1 0.0016 1.22 | 0.2819

BB 0.00626959 1 0.00626959 4,77 | 0.0400

BC 0.013225 1 0.013225 10.06 | 0.0044

CC 0.0226332 1 0.0226332 17.21 | 0.0004
Error total 0.0289309 22 0.00131504

Total (corr.) 0.148288 31

Como se observa en la Tabla 14, analizando los datos obtenidos en el DCC es
posible determinar los efectos principales de cada variable, los efectos de
interaccion entre las variables y los efectos de curvatura. De acuerdo con el
ANOVA, los efectos de interaccion de la temperatura y la concentracion de
Na,HPO, (AB) y de la temperatura y la concentracion de glicerol (AC), no son
significativos (P>0.05) por lo tanto no se tienen en cuenta para realizar el modelo

de regresion DCC-1 (Ecuacion 1)

PHB = —6.529+0.440+ A+ 0.124 B — 0.163 * C — 0.006 * A> — 0.009 *

B? — 0.005*B *C + 0.007 * C? Ecuacion

1

Donde:
A= Temperatura ()
B= Concentracion de Na,HPO, (g/L)

C= Concentracion de glicerol (g/L)
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La Ecuacion 1 representa el 79.4% de la variabilidad de los datos y de acuerdo
con el ANOVA es estadisticamente significativo (P=0.0000).

Las superficies de respuesta obtenidas de la Ecuacion 1 son mostradas en la
Figura 10. De acuerdo a la Figura 10B y Figura 10C, la temperatura 6ptima de
cultivo para la produccion de PHB por B. megaterium B2 esta en el rango de 33 a
35 C, por lo tanto, se selecciona 34 C. Estos res ultados coinciden con los

reportados por (Naranjo et al., 2013) en una cepa nativa de B. megaterium.

Adicionalmente, la Figura 10-A y Figura 10-C indican que los valores optimos de
las concentraciones de glicerol y Na,HPO, se encuentran fuera del rango
experimental. Por lo que es necesario realizar un segundo DCC para estas dos
variables modificando el rango de los experimentos. El valor optimo de la
concentracion de glicerol debe ser menor a 9.5 g/L o mayor a 15.5 g/L. Para
determinar en cuél de las direcciones se debe explorar, se realizaron unas
pruebas adicionales en matraces, encontrando que con concentraciones de
glicerol mayores de 20 g/L la fase Lag aumenta a 12 horas, por lo tanto, se decidio
explorar las concentraciones menores a 9.5 g/L. En cuanto a la concentracion de
Na,HPO,, la Figura 9-A y Figura 9-B indican que las concentraciones menores a

5 g/L son las que favorecen la produccion de PHB.
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Figura 10. Superficies de respuesta del DCC
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En la Tabla 15 se encuentra el segundo DCC realizado y en la Tabla 16 se

encuentra el ANOVA de los resultados.

Tabla 15. Resultados del segundo DCC

Variables Var igbles Variable de respuesta
Exp codificadas
No. Na(zl-llLP)O4 G(I;els_;ol B C PHB (g/L)
1 3 7.6 0 0 |042]0.40]0.40]0.42

2 1 3.6 -1 -1 0.15 0.13

3 5 3.6 1 -1 0.23 0.34

4 1 11.5 -1 1 0.18 0.18

5 5 11.5 1 1 0.23 0.35

6 1 7.6 -1 0 0.15 0.16

7 5 7.6 1 0 0.19 0.19

8 3 3.6 0 -1 0.33 0.36

9 3 11.5 0 1 0.26 0.31

Tabla 16. ANOVA del segundo DCC
Fuente Suma de Gl Cuadrgdo Razo6n- | Valor-
Cuadrados Medio F p
B:Na2HPO4 0.0280333 1 0.0280333 7.8 0.0144
C:Glicerol 0.000075 1 0.000075 0.02 | 0.8872
BB 0.110572 1 0.110572 30.78 | 0.0001
BC 0.0006125 1 0.0006125 0.17 | 0.6859
CcC 0.000609524 1 0.000609524 0.17 | 0.6866
Error total 0.0502863 14 0.00359188

Con los resultados se obtiene el modelo de regresiéon DCC-2:

PHB = —-0.112687 + 0.263422 « B + 0.0137504 = C — 0.0384821  B? —
0.00110759 * B * C — 0.000732483 * C>

78

Ecuacion 2 .



El modelo DCC-2 describe el 74.4% de los datos y su significancia estadistica se
confirma con el test ANOVA (P=0.0009).

Figura 11 Superficie de respuesta del segundo DCC
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La superficie de respuesta obtenida del modelo DCC-2 se presenta en la Figura
11. La produccion optima de PHB se encuentra en el punto central del segundo
DCC, en el que las concentraciones de glicerol y Na,HPO, son 7.6 g/L y 3 g/L,
respectivamente. En este punto el valor de la produccion de PHB predicho por el
modelo es 0.37 = 0.06 g/L a las 14 horas de fermentacion. Para confirmar este
resultado, se realizaron tres experimentos a 34 T y 200 rpm, utilizando el medio
optimizado: 7.6 g/L glicerol, 1.5 g/L KH,PO,4, 3 g/L Na;HPO,4.12H,0, 0.2 g/L
MgS0,.7H,0, 0.01 g/L CaCl,.2H,0, 0.1 g/L acido citrico, 1.5 g/L (NH4),SO,y 2 g/L
MOPS. El medio fue suplementado con 1 mL de solucion de elementos traza con
la composicion descrita en 1.2.3. El PHB producido a las 14 horas de fermentacion
en estos experimentos fue 0.43 = 0.01, el cual concuerda con el rango predicho

por el modelo DCC-2.
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Al comparar los resultados presentados en la seccion 1.3.4 con los obtenidos
utilizando las condiciones 6ptimas, se observa un incremento de 48% en la
produccion de PHB, 45% en la acumulacion (Ypxx), 84% en el rendimiento de
producto con respecto a sustrato (Ypss), 46% en la productividad volumétrica (q) y

48% en la productividad especifica.

Se realiz6 el seguimiento de la fermentacion de B. megaterium B2 durante 28
horas utilizando las condiciones 6ptimas encontradas. Los resultados obtenidos se
presentan en la Figura 12. La mayor productividad fue a las 18 horas,
0.0353 g/(L*h). Sin embargo el mayor valor de produccion de PHB se observo a
las 24 horas, 0.72 g/L, indicando que la produccion de PHB se detiene a pesar de
gue las fuentes de carbono y nitrégeno estan aun disponibles en el medio. Este
resultado puede ser atribuido a la inhibicion del crecimiento celular debido al pH
bajo (4.3). Un comportamiento similar fue observado por Faccin (2009) con la

misma especie de Bacillus.

Figura 12. Dinamica del pH, produccion de Biomasa, PHB y concentracion de glicerol por

B. megaterium B2 en las condiciones optimizadas
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2.3.2. Produccion de PHB en un biorreactor de 7.5L  En las Figuras 13 y 14 se
encuentran los resultados de la fermentaciéon con las condiciones optimizadas de
B. megaterium B2 en un biorreactor de 7.5L en las condiciones detalladas en la

seccion 2.2.4.

Se observa que después de una fase Lag de aproximadamente 4 horas, inicia la
produccion de PHB y biomasa, demostrando la correlacion entre estas dos
variables. Después de 11 horas de fermentacion, el glicerol es completamente
consumido y la concentracion de PHB empieza a disminuir ya que las células

comienzan a degradar el polimero para su supervivencia.

En la Figura 14, se observa que el porcentaje de oxigeno disuelto disminuye
drasticamente a partir de la hora 4 (inicio de la fase exponencial) y se mantiene en
valores cercanos a 5% entre las horas 6 y 10, posteriormente aumenta hasta un
valor de 84,81%. El aumento del OD coincide con el consumo total del glicerol lo

cual indica una disminucion en la actividad metabolica de la poblacién bacteriana.

Figura 13 Dindmica de produccién de Biomasa, PHB, ¢ oncentracion de glicerol y nitrégeno

por B. megaterium B2 en un biorreactor con las condiciones optimizad as
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Figura 14. Perfil de oxigeno disuelto por B. megaterium B2 en un biorreactor con las

condiciones optimizadas
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El cambio de matraz de 250mL a biorreactor de 7.5L, tiene un efecto positivo en la
produccion de biomasa y por lo tanto, en la produccion de PHB. Comparando la
méaxima concentracion de PHB alcanzada en el biorreactor a 11 horas de
fermentacion (1.20g/L), con la obtenida en matraz en las condiciones Optimas a 14
horas de fermentacién (0.43g/L); fue posible incrementar la produccion del PHB en
179%. Un comportamiento similar fue reportado por Gahlawat & Srivastava (2012)
en un microorganismo productor de PHB asociado al crecimiento, Azohydromonas
australica. Esta mejora esta probablemente relacionada con los altos niveles de

oxigeno disponibles en el biorreactor y con el control de pH.

Adicionalmente, la maxima productividad alcanzada en el biorreactor fue
0.11 g/(L*h) a las 11 horas de fermentacion; este valor es comparable con el
encontrado en la literatura para cepas nativas de Bacillus megaterium en
biorreactores utilizando fuentes de carbono no convencionales: glicerol,
0.081 g/(L*h) (Lépez et al.,, 2012), melaza de cafia de azlcar, 0.046 g/(L*h)
(Gouda et al., 2001) y jarabe de détil, 0.061 g/(L*h) (Omar et al., 2001).
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Aparentemente, el cambio de matraz Erlenmeyer a biorreactor no tiene ningun
efecto en la acumulacion de PHB en las células de B. megaterium B2 (31% en los
dos recipientes). Sin embargo, la acumulacién en el biorreactor pudo estar
restringida por la limitacibn de glicerol, por lo que es necesario realizar
experimentos en fed-batch para intentar aumentar la acumulacion y productividad

del proceso.

2.4. CONCLUSIONES

Las variables con mayor influencia en la produccién de PHB por B. megaterium B2
y sus valores 6ptimos de acuerdo a los disefios de experimentos realizados son:
Temperatura (34<C), glicerol (7.6g/L) y Na HPO, (3g/L). Por medio del disefio de
experimentos, fue posible incrementar un 48% la produccion de PHB (0.43g/L) con

respecto a las condiciones iniciales (0.29g/L).

Al evaluar las condiciones Optimas en un biorreactor se observé un incremento
significativo en la produccion de PHB (1.20g/L), demostrando la necesidad de

controlar el pH y el oxigeno disuelto.
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CAPITULO 3. MODELO MATEMATICO PARA LA PRODUCCION DE PHB POR
Bacillus megaterium B2 UTILIZANDO GRIB COMO FUENTE DE CARBONO

RESUMEN

En este capitulo se presenta el tercer objetivo de la tesis doctoral: “Plantear un

modelo que describa la produccién de PHB a nivel de laboratorio”.

El modelo desarrollado, permite describir y predecir el crecimiento del
microorganismo, la produccion de PHB, el consumo de oxigeno y las fuentes de
carbono y nitrégeno, en cultivos batch y fed-batch. La velocidad especifica de
crecimiento del microorganismo se simulé teniendo como sustratos limitantes el
oxigeno, y la fuente de carbono de acuerdo con las ecuaciones Monod y
sigmoidal, respectivamente. El proceso de produccion de PHB se describié con la
ecuacion de Luedeking-Piret. La simulacion con el modelo y la estimacion de
parametros se llevaron a cabo utilizando el software EMSO. Los parametros se
estimaron utilizando los datos obtenidos en fermentaciones batch y fed-batch

realizadas en un biorreactor de 7.5 L.

La mejor estrategia de alimentacion en cultivos fed-batch, permitio una produccion
de PHB de 2.06 g/L. Este valor corresponde a un incremento del 72% con

respecto a la produccién en batch.



3.1. INTRODUCCION

El PHB fue el primer PHA descubierto y continua siendo el mas estudiado
(Penloglou et al., 2010). Su biosintesis se realiza en cuatro etapas: a) Catabolismo
de la fuente de carbono a acetil-CoA (Ac-CoA); b) Condensacion de dos moléculas
de Ac-CoA a acetoacetil-CoA; c¢) Reduccion de acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-
CoA; d) Polimerizacion del monémero 3-hidroxibutiril-CoA a PHB (Koller et al.,
2006; Reddy et al., 2003).

El mecanismo intracelular regulador del PHB es muy complejo, especialmente
cuando se utilizan como sustratos residuos industriales (Koller et al., 2006). La
descripcion de la bioquimica del proceso se lleva a cabo mediante el desarrollo de
un modelo matematico. Adicionalmente, el modelo permite predecir las
condiciones de operacion y establecer las bases para el posterior disefio y control
del proceso (Khanna & Srivastava, 2005; Luong & Mulchandani, 1988).

En los Ultimos afios se han desarrollado diversos modelos matematicos para la
produccion de PHB. Para describir este proceso, es necesario plantear balances
de masa a los sistemas: crecimiento del microorganismo, produccién de PHB y

consumo del sustrato(s) limitante(s). Estos balances pueden ser escritos como:

.. . . ax L.
Crecimiento del microorganismo: STk Ta Ecuacion 3
., ap L s
Produccién de PHB: — = Ecuacion 4
.. das ..
Consumo de sustratos limitantes: — = —r; Ecuacion 5

dt
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Dénde:

X: Concentracién de biomasa celular (g/L);
P: Concentracién de PHB (g/L);
Concentracion de sustrato (fuente de carbono 6 nitrégeno) (g/L);
Iy: Velocidad volumétrica de crecimiento celular (g/(L*h));
ry: Velocidad volumétrica de muerte celular (g/(L*h));
Mp: Velocidad volumétrica de formacion de producto (g/(L*h));

rs:  Velocidad volumétrica de consumo de sustrato (g/(L*h)).

Balance de biomasa celular

Las velocidades volumétricas de crecimiento y muerte celular, se pueden escribir

en funcion de sus velocidades especificas (Mavituna & Sinclair, 2008):

., = uX Ecuacion 6
Ty = kgX Ecuacion 7
Donde:
[Tk Velocidad especifica de crecimiento (1/h);

kq:  Velocidad especifica de muerte celular (1/h).

Sustituyendo la Ecuacion 6 y la Ecuacion 7, en la Ecuacion 3, la variacion de la

biomasa con respecto al tiempo corresponde a:

2—); = (u—kyg)X Ecuacion 8
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El PHB es un metabolito intracelular, por lo tanto, la biomasa esta compuesta por
un componente catalitico responsable de la actividad metabdlica de la célula (R) y
el polimero (P) (Somashekara et al., 2009).

X=R+P Ecuacion 9

Donde R es la biomasa residual (g/L)

Teniendo en cuenta que P es inerte, la concentracion de biomasa celular (X)
durante el periodo de produccién de PHB, corresponde a la biomasa residual (R).

Por consiguiente, la variacion de la biomasa en el tiempo se expresa como:

Z—I; =(W—kyg)R Ecuacion 10

La producciéon de PHB inicia en la fase exponencial en algunos microorganismos
como: Azohydromonas australica (Gahlawat & Srivastava, 2013), Azohydromonas
lata (Penloglou et al., 2012) y Bacillus megaterium (Faccin et al., 2012); mientras
gue en otros la produccion empieza en la fase estacionaria, como en Cupriavidus
necator (Khanna & Srivastava, 2005). En estas fases del crecimiento bacteriano, la
duplicacion celular predomina sobre la muerte celular, siendo esta Ultima
despreciable. Por lo tanto la variacion de la biomasa residual con respecto al

tiempo se puede expresar como:

dr .
vl R Ecuacion 11
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Balance de masa para el PHB

La velocidad de formacion de producto es linealmente proporcional a la velocidad
de crecimiento y a la concentracion instantdnea de biomasa. Por consiguiente, la
velocidad volumétrica de produccién de PHB se describe mediante la ecuacion de
Luedeking-Piret (Luong & Mulchandani, 1988).

Ty = ke + kX Ecuacion 12
Donde:

k;:  Constante empirica asociada al crecimiento celular (g PHB/ g Biomasa)
ko: Constante empirica no asociada al crecimiento celular
(g PHB/ (g Biomasa*h))

Teniendo en cuenta el concepto de biomasa residual y reemplazando la Ecuacion
6 y la Ecuacion 12 en la Ecuacion 4, la variacion de la produccion de PHB con el

tiempo se expresa como:

ar
E=k1*ﬂ*R+k2*R Ecuacion 13

Balance de masa para la fuente de carbono

Los compuestos organicos (glucosa, fructosa, glicerol, etc) son utilizados por los
microorganismos como fuente de carbono y energia para el crecimiento celular y
la produccion de metabolitos primarios y secundarios (Greasham, 1993). Por lo
tanto, el consumo de la fuente de carbono es proporcional al crecimiento de la
biomasa residual (R), a la formacion de PHB y al mantenimiento celular, el cual es

proporcional a la concentracion de R. Por consiguiente, involucrando los anteriores
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conceptos al balance de masa de la fuente de carbono, la Ecuacion 5 se puede

escribir como:

as 1 dR 1 dapP .,
—=—— (—) - (—) — mgR Ecuacion 14
Donde
S: Concentracién de sustrato, como fuente de carbono (g/L)

ms:  Constante asociada al consumo de sustrato para el mantenimiento celular

(1/h)

Yz/s: Rendimiento de biomasa residual con respecto al sustrato consumido.

(9R/gS)
Yp/s: Rendimiento de PHB con respecto al sustrato consumido.

(g P/gs)

Reemplazando la Ecuacion 11 y la Ecuacién 13 en la Ecuacion 14, se obtiene:

das 1 k k
-——= (—+ L )*M*R+(—2+m5)*R Ecuacién 15
dat Yr/s  Yp/s Yp/s
Definiendo nuevos parametros:
1 k
a= (— + —1) Ecuaci6n 16
Yr/s  Ypys
ks .
y = ( + m5> Ecuacion 17
Ypss

La expresiéon de consumo del carbono con respecto al tiempo se simplifica asi:

as

dat

—(a*xu+y)*R Ecuacion 18
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Balance de masa para la fuente de nitrdgeno

Las bacterias utilizan los compuestos con amoniaco o0 nitrato como fuente de
nitrogeno para la sintesis de aminoacidos, purinas y pirimidinas, los cuales son
indispensables para el crecimiento celular (Greasham, 1993). Por lo tanto, la
fuente de nitrégeno se consume debido al crecimiento y mantenimiento de la
biomasa residual (Khanna & Srivastava, 2005). La Ecuacion 5 se puede escribir

como:

dN dR .
- = ks P k4R Ecuacion 19

Donde

ks Constante asociada al consumo de la fuente de nitrégeno para la
produccion de biomasa residual (g N/g R)
k,: Constante asociada al consumo necesario para las actividades de

mantenimiento celular (g R/(g N*h))

Al reemplazar la Ecuacion 11 en la Ecuacion 19 se obtiene:

= —(urk; xR) + k4R Ecuacién 20

Los balances de biomasa residual (Ecuacion 11), PHB (Ecuacion 13), fuente de
carbono (Ecuacién 16) y fuente de nitrégeno (Ecuacion 20) estan en funcion de la
velocidad especifica de crecimiento del microorganismo (u). La velocidad
especifica de crecimiento del microorganismo controla: la rapidez con la cual el
microorganismo consume el sustrato limitante, el crecimiento bajo diferentes

concentraciones del sustrato limitante y la formacion de producto (Clarke, 2013).
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En la Tabla 17, se presentan las generalidades y la expresion de la velocidad de
crecimiento del microorganismo (1) de los modelos mas relevantes revisados a la
fecha. En términos generales, los modelos se desarrollaron con los datos
obtenidos en cultivos batch y se validaron con los resultados obtenidos en cultivos

fed-batch, utilizando biorreactores que controlan el pH y el oxigeno disuelto (OD).
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Tabla 17. Generalidades de los modelos matematicos

desarrollados para la produccion de PHB

Autor Fuente de carbono Microorganismo Eﬁ)lgv(le “Snliigﬁig Velocidad especifica de crecimiento
Gahlawatetal |g .. Azohydromonas | batch SyN = ( S ) Nt ( Sm ) 1 <£)m
2013 australica fed-batch y m\Ks+ S N™ 4+ K Sm+S N,
Faccin et al Bacillus _ N
2012 Sacarosa megaterium batch N U= Um m
Penloglou et al Azohydromonas | batch _ N/S
2012 Sacarosa lata ted-batch SyN H=HUn Kys + N/S
Pirouz et al Glucosa, fructosay | Azotobacter batch R _ (1 _ R )

2011 suero de leche beijerinckii H=Hm Ry,
Wang et al Acidos acético, Cupriavidus batch s S
2010 propiénico y butirico | necator K= Hm K¢+ S
S
Mahmoudi et al | Hydrogenophaga | . S Hoimo+s
2010 Glucosa y Fructosa pseudoflava atc R R
- 1- _)
H=HUnm ( R,
Somashekara .
et al 2009 Sacarosa Bacillus flexus batch R U= U (1 - E)
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N \
n= |/ﬂ < N ) +u (K_"’z) |
- 1 2
Patwardhanet | Cupriavidus batch SyN \Ky + NS (i)n
al 2008 necator fed-batch y Kz
N/S\™
(-6
Ny,
Wang et al Acido butir Cupriavid %/y
ang et a cido butirico y upriavidus _ 0
2007 fructosa necator batch S K= Hm So
KS/X + /XO
Khannaetal | Cupriavidus batch SVN _ < st )* N N (4 (i)p
2006 necator fed-batch y H=Hm K"+ S™ N™ 4+ KT Sm
N q
Khanna et al Cupriavidus * <1 - <N_) )
2005 Fructosa necator batch SyN m
N n
MERNA -
- mi\ | n m2 n
: Cupriavidus batch Ky +N 14 (N
Raje et al 1998 | Fructosa necator ted-batch SyN (szz)
(-(w) )
(-6
Np,
Mulchandani et Cupriavidus _ N/S 3 (N/S)m
al 1989 Fructosa necator batch SyN U= Uy * <—KN/S TN/S (1 _Nm
Donde
S: Concentracion de sustrato, como fuente de carbono (g/L)
N: Concentracion de la fuente de nitrégeno (g/L)
R: Concentracion de la biomasa residual (g/L)
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La mayoria de los modelos propuestos han sido establecidos para la produccion
de PHB por Cupriavidus necator; este microorganismo a diferencia de
B. megaterium, no acumula PHB durante su crecimiento y necesita una limitacion
de nitrégeno (Khanna & Srivastava, 2005). Los unicos dos modelos encontrados
para microorganismos del género Bacillus, se desarrollaron en fermentaciones
batch y no se validaron en fed-batch (Faccin et al., 2012; Somashekara et al.,
2009). Las fuentes de carbono mas investigadas son carbohidratos de facil
asimilacion como sacarosa, fructosa y glucosa. En la revision realizada, no se
encontraron modelos aplicados al uso de glicerol puro o GRIB como fuente de

carbono.

En las expresiones de p reportadas en la Tabla 17, se observa que la velocidad

especifica de crecimiento se describe a partir de los siguientes modelos:

s .
u= ,umm Ecuacion 21
sn ”
U= Un (K5n+sn) Ecuacion 22
R .
U= Un (1 - —) Ecuacion 23
Rm

Donde

Mm:  Vvelocidad especifica méxima de crecimiento (1/h)
Ks:  constante de saturacion (g/L)
n: parametro adimensional

Rm:  méxima concentracion viable de biomasa residual (g/L)



La velocidad especifica de crecimiento puede ser expresada en funcion del
sustrato (Ecuaciones 21 y 22) o independiente del sustrato (Ecuacion 23)
(Mavituna & Sinclair, 2008).

La Ecuacion 21 fue desarrollada por Jacques Lucien Monod, con el fin de describir
la fase exponencial y de desaceleracion de los microorganismos. En esta
ecuacion, se asume como mecanismo de replicacion celular la fision binaria, el
valor de un, corresponde a la velocidad de replicacion en la fase exponencial y el
valor de Ks corresponde a la concentracion de sustrato limitante en el punto donde
K es la mitad de pn. Este es el modelo mas utilizado para describir el crecimiento
microbiano en sistemas batch y fed-batch (Clarke, 2013). La Ecuacién 22 se
conoce como Moser o sigmoidal, siendo un modelo derivado de Monod (Mavituna
& Sinclair, 2008). La Ecuacion 23, corresponde a un modelo logistico, es
independiente de la concentracion de sustrato y tiene gran aplicacion en casos de
estudio en los cuales no es posible tener informacion referente al sustrato limitante
(Mavituna & Sinclair, 2008).

Altas concentraciones de las fuentes de carbono y nitrdgeno, pueden causar
inhibicion en el crecimiento y en la formacion de productos (Greasham, 1993). En
las expresiones de velocidad especifica de crecimiento de los modelos
desarrollados por Gahlawat & Srivastava (2013), Patwardhan & Srivastava (2008),
Khanna & Srivastava (2005), Raje & Srivastava (1998) y Mulchandani (1989), se
describe la inhibicion causada a partir de altas concentraciones de las fuentes de

carbono y nitrégeno utilizando las ecuaciones:
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Ui = 545 Ecuacion 24

S m
ui=1- (—) Ecuacion 25

Donde
i velocidad de inhibicion
Sm:  Concentracion donde inicia la inhibicion (g/L)

m: parametro adimensional

En los modelos presentados en la Tabla 17, se observa que los Unicos sustratos
gue se tomaron como limitantes para el crecimiento bacteriano y la produccién de
PHB fueron las fuentes de carbono y nitrégeno. En la Tabla 18 se presenta el tipo
de reactor utilizado y las condiciones de aireacidon y agitacion empleadas en los

modelos previamente citados.

Los montajes realizados en biorreactor mantienen el porcentaje de oxigeno
disuelto en un valor superior al 20%, de modo que cuando se utiliza este tipo de
montaje no se considera al oxigeno como un limitante en el crecimiento y en la

produccion de PHB.
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Tabla 18. Tipo de reactor utilizado, condiciones de

empleados en los modelos matematicos desarrollados

para la produccion de PHB

aireacién, agitacion y % de OD

Autor Reactor (Volumen) Agitacién Aireacion %0D

Gahlawat & Srivastava, . Se ajusté manualmente para

2013 Biorreactor (7 L) mantener un %0OD constante. 30

Faccin et al., 2012 Biorreactor (5 L) 400 - 700 rpm 1v.v.m. Minimo 40

Penloglou et al., 2012 Biorreactor (3 L) 100 - 1000 rpm N. R. 20

Pirouz et al., 2011 Erlenmeyer (250 mL) 250 rpm N. A N. A.

Wang et al., 2010 Biorreactor (3 L) 400 rpm 4.5 L/min N. R.

Mahmoudi et al., 2010 Erlenmeyer (500 mL) 250 rpm N. A N. A.

Somashekara et al., 2009 Erlenmeyer (500 mL) 250 rpm N. A. N. A.

Patwardhan & Srivastava, . Se ajusté manualmente para

2008 Biorreactor (7 1) mantener un %0OD constante. 30

Wang et al., 2007 Erlenmeyer (500 mL) 180 rpm N. A. N. A.

Khanna & Srivastava, 2006 | Biorreactor (7 L) 200 - 500 rpm 1v.v.m. Minimo 20

Khanna & Srivastava, 2005 | Biorreactor (7 L) Se ajusto manualmente para 30
mantener un %0OD constante

Raje & Srivastava, 1998 Biorreactor (2 L) Se ajusto manualmentfe Para 1 \inimo 20
garantizar un %OD minimo

Mulchandani et al., 1989 Biorreactor (3.5L) 600 rpm 1.8 vwm Minimo 80

v.v.m. volumen de aire/(volumen de liquido*minuto) N. R. No reporta N. A. No aplica

En contraste con otros microorganismos, como Cupriavidus necator, el cual,

acumula en promedio 50% de PHB manteniendo un nivel minimo del OD de 30%
(Khanna & Srivastava, 2005; Khanna & Srivastava, 2006; Patwardhan &

Srivastava, 2008), estudios indican que limitar la disponibilidad de oxigeno en el

medio de fermentacion es conveniente para favorecer la acumulacién del PHB en

Bacillus megaterium. De acuerdo a la investigacion realizada por RamKumar

Pandian (2010) con una cepa nativa de Bacillus megaterium las células acumulan

PHB debido al estrés creado por la limitacion del oxigeno en el medio. Un

comportamiento similar fue encontrado por Sabra & Abou-Zeid (2008); en este

estudio la acumulaciéon de PHB en B. megaterium DSMZ 90 disminuyé de 52%
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(OD: 1-3%) a 18% (OD: 10%). Este comportamiento fue también observado
experimentalmente para B. megaterium B2 durante el desarrollo del presente

trabajo (Ver Anexo C).

La necesidad de limitar la disponibilidad de oxigeno tiene una explicacion desde el
punto de vista de la fisiologia celular; la molécula de Acetyl Co-A es un
intermediario importante en la sintesis de PHB, pero también un componente clave
en la respiracion celular. Acetyl Co-A es oxidado en el ciclo de Krebs para generar
energia o formar biomasa. Debido al caracter aerobio de B. megaterium, se puede
concluir que altas concentraciones de oxigeno incrementan la actividad del ciclo

Krebs, limitando de esta forma la produccion de PHB (Faccin et al., 2013).

Por lo tanto, los experimentos batch y fed-batch se llevaron a cabo bajo
condiciones de limitacion de oxigeno. Adicionalmente, el modelo propuesto
describe la concentracion de oxigeno en el medio y lo considera como sustrato

limitante en la velocidad especifica de crecimiento de B. megaterium B2.

Balance de masa para el oxigeno (Mavituna & Sinclai  r, 2008)

La variacién de oxigeno disuelto en el medio de cultivo puede plantearse como la
diferencia entre el oxigeno que difunde desde el aire al medio y el consumido por

el microorganismo:

do
i OTR — Oy, Ecuacion 26
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Donde

OTR: Por sus siglas en ingles Oxygen Transfer Rate (Oxigeno que difunde desde
el aire al medio de cultivo.)

O.0ns:- Demanda de oxigeno (Oxigeno consumido por el microorganismo).

El oxigeno se transfiere de la fase gaseosa a la fase liquida a través de la interfase
gas-liquido creada cuando el aire es burbujeado a través del medio de cultivo
(Figura 15).

Figura 15. Esquema de la transferencia de oxigeno de lafase  gaseosa a la fase liquida

Pelicula de gas estancadox / Pelicula de liquido estancado
|
R |
S |
C | \
g |
oY
Fase : oo\ CLi 1 Fase liquida
gaseosa | gl \ :
' [
' A
: Sl - CL
|
|
| |

T

Interfase Gas-Liquido

Fuente: Modificado (Mavituna & Sinclair, 2008)

La difusion de oxigeno esta regida por el coeficiente volumétrico de transferencia
de oxigeno k,ay puede expresarse en funcion de la concentracion de oxigeno en

el liqguido como:

OTR = kia * (Cg — Cyp)) Ecuacion 27
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Dénde:

k,a: Coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (1/h)

Cy.  Concentracion de saturacion del oxigeno disuelto en el liquido en la

interfase gas-liquido (g O2/L).
Co: Concentracion de oxigeno disuelto en el medio de fermentacion (g O,/L)

El consumo de oxigeno por parte del microorganismo, es proporcional al
crecimiento de la biomasa residual (R), a la formacién de PHB y al mantenimiento

celular:

1 (dR 1 (dP .
Ocons = — Yuo (dt) - Yo/ (dt) —mgR Ecuacion 28

Donde

Mmo: Constante asociada al consumo de oxigeno para el mantenimiento celular
(a/h)
Yz/0: Rendimiento de biomasa residual con respecto al oxigeno consumido.

(9R/g0O)
Yp/0: Rendimiento de PHB con respecto al oxigeno consumido. (g P/g O)

Reemplazando la Ecuacion 11 y la Ecuacion 13 en la Ecuacion 28, se obtiene:

0cons = _( : +i>*H*R_(Yk2 +m0>*R Ecuacion 29

Yrio  Ypjo P/S

Definiendo nuevos parametros:

1 k
ks = ( + —1> Ecuacién 30
Yrio  Ypjo
k .
ke = ( 2+ m5> Ecuacion 31
Yp/0



La expresion de consumo del oxigeno con respecto al tiempo (Ecuacion 26) se

simplifica asi:

Z_f = kpa* (C;; —Cp)— (ks *u*R+kg*R) Ecuacion 32

3.2. MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada para desarrollar el modelo se presenta en la Figura 16.

Figura 16 Metodologia utilizada para desarrollar el modelo matemético de produccion de
PHB
Revisiéon Experimentos Batch y
Bibliografica Fed-batch en biorreactor
4 [ |
Supuestos A

Construccion del modelo:
I—, Balances de masa y expresiéon de p

A 4

Simulaciones . Estimacién de
en EMSO g Parametros
I T !
Comparacion entre los resultados Ajuste del modelo y

experimentales y los simulados verificacion

A 4

Modelo mejorado
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3.2.1. Experimentos batch y fed-batch

Experimentos en operacion batch

Los datos de los experimentos batch empleados para el desarrollo del modelo
matematico se presentaron en la Seccion 2.3.2 y fueron obtenidos de acuerdo con
lo descrito en la Seccion 2.2.4.

Experimentos en operacion fed-batch

Con el objetivo de conocer la influencia del glicerol y la fuente de nitrégeno sobre
las demas variables medidas del proceso, se disefiaron 3 experimentos en
operacion fed-batch: alimentacion ascendente (FB-A), alimentacion discontinua
(FB-D) y alimentacion continua (FB-C). Las estrategias de alimentacion empleadas
se presentan en la Figura 17. La solucion empleada para la alimentacidon contenia
glicerol (484 g/L) y nitrégeno (18 g/L). Con estas estrategias de alimentacion se
buscé someter al microorganismo a valores extremos de exceso y deficiencia de
las fuentes de carbono y nitrégeno. La informacion obtenida de ésta serie de
experimentos permiti6 aumentar la capacidad del modelo matematico para
describir fuertes cambios en los valores de las concentraciones de sustratos,

biomasa y producto.

Figura 17. Estrategias de alimentacion utilizadas en los exper  imentos fed-batch

——FB-A ——FB-D ——FB-C

50
45
40
35
30
25
20

Flujo (mL/h)

15 e e e e

10

o 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Tiempo (h)
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Para cada experimento fed-batch se reactivé un vial de B. megaterium B2 y se
utilizé el medio optimizado en el capitulo 2. La composicion del medio fue: 7.6 g/L
glicerol, 1.5 g/L KH,PO,, 3 g/L Na,HPO,.12H,0, 0.2 g/L MgS0..7H,0, 0.01 g/L
CaCl,.2H,0, 0.1 g/L acido citrico, 1.5 g/L (NH4).SO, y 2 g/L MOPS. El medio fue
suplementado con 1 mL de solucion de elementos traza con la composicion

descrita en la Secciéon 1.2.3.

Las fermentaciones se realizaron en un biorreactor de 7.5 L (BioFlo 115; New
Brunswick Scientific, USA) con un volumen inicial de 4 L de medio. El aire se
suministré a un flujo de 4 L/min, la velocidad del agitador se establecié en 400
rom. La temperatura y el pH se mantuvieron a 34 C y 7, respectivamente. Se
tomaron muestras cada hora para medir la concentracion de biomasa, PHB,
glicerol y nitrégeno. La cuantificacion se determind de acuerdo con lo descrito en

la Seccion 1.2.8.

3.2.2. Modelo matematico para la produccion de PHB  por B. megaterium B2

Para el desarrollo del modelo se considerd que el volumen de control equivale al
volumen de medio de cultivo en el biorreactor. Como experimentalmente se ha
trabajado con una agitacion uniforme y constante, fue posible modelar el sistema
considerando homogeneidad en el medio en cuanto a pH, temperatura y

concentracion de sustrato, producto y biomasa.

En operacion batch (Figura 18-a), este volumen se mantuvo constante (4 L) y el
sistema es cerrado, excepto para el oxigeno. En operacién fed-batch, el volumen
de medio es una variable del proceso con un valor inicial 4 L y un volumen méximo
de 5,6 L. El cultivo fed-batch es un sistema abierto en el que ingresa el oxigeno y

las fuentes de carbono y nitrégeno (Figura 18-b).
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La construccion del modelo contempl6 la interaccion de los diferentes balances de
masa Yy la definicion de una expresion para describir la velocidad especifica de
crecimiento del microorganismo (1) a partir del analisis de los resultados de las

fermentaciones batch y fed-batch.

Figura 18. Esquema de la fermentacién en (a) batch y (b) fed-batch

a (00 rm |
b T=34°C

4 Lde aire l pH=7
minuto || [

4 Lde aire
- -
minuto
—

KOH 2M KOH 2M

Balances de masa en operacion batch
Los balances de masa que expresan la produccion de biomasa residual, PHB y los
consumos de glicerol, nitrdgeno y oxigeno, corresponden a las Ecuaciones 11, 13,

16, 20 y 32, respectivamente.

Balances de masa en operacion fed-batch

Para describir la fermentacion en operacion fed-batch, es necesario modificar las
ecuaciones planteadas e incluir nuevas variables: el flujo de alimentacion (F), las
concentraciones de los nutrientes agregados en ese flujo (Sf: 484 g/L y Nf: 18 g/L)
y el volumen de trabajo en el biorreactor (V). Este volumen, da el criterio de

parada para una fermentacion en operacion fed-batch, ya que todos los

108



biorreactores cuentan con un volumen méaximo de trabajo. En este caso, el

volumen maximo de trabajo es 5.6 litros.

En la Tabla 19 se observan las ecuaciones modificadas.

Tabla 19. Formulacién general del modelo propuesto

modificado para fermentaciones en

fed-batch
Variable Ecuacién
Volumen de trabajo en av F
el biorreactor (V) de
Biomasa Residual (R) dR (u—F/)«R
—_— —_ *
dr ~ W v
dP F
Producto (P) Ezkl*“*R-'_kz*R_(V)*P
Gli I ds = R F S il S
icero E_—(a*u+y)* + <V>* f_(V)*
- dN F F
Nitrogeno E: —(u*ks +ky)*R+ (V)*Nf_<v>*N

3.2.3. Simulaciones y estimacion de parametros

Las simulaciones con el modelo propuesto y la estimacion de parametros se

llevaron a cabo utilizando el software EMSO, el cual fue desarrollado en el

Departamento de Ingenieria Quimica de la Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.

Los valores iniciales de los parametros «a, y, kq, ky, k3 Y k,, Se estimaron

analizando los resultados de las fermentaciones batch y fed-batch. Para ello se

realizé la linealizacion de las Ecuaciones 13, 18 y 20, obteniéndose las

Ecuaciones 33, 34 y 35.

1d

P L
P kixpu+k, Ecuacion 33
1ds L
roThe —(axxu+vy) Ecuacion 34
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1dN
= —(ks *u+ ky) Ecuacion 35

Siguiendo la estructura canodnica de la ecuacion de la recta (Ecuacion 36), las
gréficas se construyeron como indica la Tabla 20.

y=mxxx+b Ecuacién 36

Tabla 20. Andlisis de la estructura linealizada de las ecuaciones de variacion de PHB y
sustratos con respecto al tiempo

Término | Ecuacion 33 | Ecuacion 34 | Ecuacion 35
x U U U
1dP 1dS 1dN
Y R dt Rdt R dt
m k1 —0( _k3
b k, -y —k,

Los valores experimentales de la velocidad especifica de crecimiento fueron

calculados mediante integracién de la Ecuacion 11.

% *dR = pu + dt Ecuacion 37
f%*dR = [u*dt Ecuacion 38
InR|E = p*t|E Ecuacion 39

— In(R/Ro) Ecuacion 40

t—to

Tomando t — t, = 1 h, se obtiene:

u=1In(R/R,) Ecuacion 41
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Para calcular la velocidad maxima de crecimiento (Un), primero se calculd p

empleando la Ecuacion 40.

Donde:
R,:  Concentracién de biomasa residual al inicio de la fase exponencial.
(g RIL)
to: Tiempo transcurrido de la fermentacion al inicio de la fase exponencial. (h)

Posteriormente, se graficO p vs t para los puntos pertenecientes a la fase de

crecimiento exponencial y se tomo P, como la pendiente de la recta resultante.

A partir de las estimaciones iniciales de los parametros mencionados, se procedio
a realizar la estimacion final de los parametros utilizando el software EMSO. El
software varia el valor de los parametros hasta encontrar una solucién que
minimice las diferencias entre el valor real y el simulado, utilizando la técnica de

minimos cuadrados, con base en la siguiente funcion objetivo:

Fopj = ZZ(YU - ?ij)z
i

J

Donde,

Yij valor experimental de la variable j en el tiempo i

yi;  valor simulado de la variable j en el tiempo i

j variables estudiadas (R, P, S, N, Oy 1)

i puntos experimentales

Tanto en la estimacion de parametros como en las simulaciones finales, los

valores de y;; se obtuvieron utilizando el integrador DASSLC para resolver el

sistema de ecuaciones diferenciales.
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3.2.4. Andlisis estadistico del modelo propuesto (G  utierrez & de la Vara
2008)

La evaluacion de la calidad del modelo obtenido fue evaluado por medio del

coeficiente de ajuste R?, el cual se interpreta como la proporcién de la variabilidad

de los datos explicada por el modelo y el error estandar de estimacion o, que es

una medida del error para cada variable calculada por el modelo.

El error estdndar de estimacion se calculé para las seis variables estudiadas,
utilizando los datos de los cuatro experimentos realizados (Batch y tres Fed-

batch), de acuerdo a la siguiente expresion.

ZiZj(yij—?ij)z

y Ecuacion 42
nr—np

Donde,

o,  Error estandar de estimacion de la variable y
yij  Valor experimental de la variable y del experimento i en la hora |

Vij Valor simulado de la variable y del experimento i en la hora |

nr namero total de datos experimentales

Np numero total de parametros estimados

Se realizé un test F para evaluar si existen diferencias significativas en las
variables estudiadas para los experimentos realizados. Para realizar este test se
estimaron dos varianzas. La primera, oy, es el cuadrado del error estandar de
estimacion y representa la estimacion del error experimental generado por la

técnica de minimos cuadrados. La segunda, o},,., evalla la variabilidad entre
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experimentos debido a diferencias en las estrategias de alimentacion, fue definida

como:

% (v1-y2)"
Orroc = ’:1—’ Ecuacién 43
e

donde,

y.;  valor experimental de la variable y en el experimento 1 en la hora j
y2;  valor experimental de la variable y en el experimento 2 en la hora
Ne numero de pares de datos experimentales de la variable y en los

experimentos 1y 2

De este modo se puede definir:
Fo=— Ecuacion 44

Donde
Fy Estadistico de prueba entre el par de experimentos 1y 2 para la variable y.

Asi, si F, es mayor al valor critico de F (Frag), significa que existen diferencias

significativas para la variable y en el subconjunto de experimentos evaluados.

Fras €s el valor limite del intervalo de confianza unilateral con una seguridad de
95%
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. Experimentos en operacion fed-batch

En la Figura 19-a, se observa que en todos los cultivos realizados se presenta una
fase Lag de 4 horas. En esta fase de adaptacion la concentracion promedio de
biomasa fue 0.286+0.069 ¢g/L y el consumo promedio de glicerol fue
0.345£0.058 g/L. Los flujos de alimentacion evaluados se presentan en la Figura
17.

La biomasa presentd un comportamiento similar en los tres experimentos,
alcanzando el valor mas alto en la alimentacion que garantizé un exceso de las
fuentes de carbono y nitrogeno, FB-A (8.52 g/L a las 20 horas de fermentacion) y
valores similares en las condiciones que existié una limitacién de nutrientes, FB-D
(6.51 g/L y FB-C:6.02 g/L a las 20 horas de fermentacién).

La mayor produccion de PHB se alcanz6 con la estrategia de alimentacion FB-A
(2.06 g/L en la hora 14 con una acumulaciéon del 31,38% y una productividad de
0.147 g/(L*h)). En la 18-b y 18-c se observa que la produccién de PHB se detuvo a
partir de la hora 15, cuando la concentracion de glicerol superé 4 g/L. Las
alimentaciones discontinua y continua, no fueron favorables para la produccion de
polimero, puesto que la maxima concentracion de PHB alcanzada en los
experimentos fue FB-D: 1.38 g/L y FB-C: 1.18g/L, mientras que la estrategia FB-A
logré aumentar en un 72% la produccion y en un 35% la productividad de PHB con
respecto al experimento batch (1.20+0.06 g/L y q=0.109 g/(L*h)).
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Figura 19 Produccién de a. biomasa, b. PHB, concent

racion de c. glicerol, d. nitrégeno y e.
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En la Figura 20, se presenta el porcentaje de acumulacion intracelular de PHB,
con respecto a la concentracion de glicerol del experimento batch y los tres fed-
batch realizados. Se observa que la mayor acumulacion alcanzada esta alrededor
de 30% y se obtuvo en los experimentos batch, FB-A y FB-D. El experimento FB-C
obtuvo acumulaciones cercanas al 20%. La concentracion de glicerol que favorece

la acumulacion es cercana a 3 g/L.

Figura 20. Porcentaje de acumulacién intracelular d e PHB por B. megaterium B2 con

respecto a la concentracién de glicerol del experim ento batch y los seis fed-batch realizados
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La concentracion y la acumulaciéon de PHB obtenida por B. megaterium B2 es
similar a los valores alcanzados por otras cepas de Bacillus en cultivo fed-batch.
En el estudio realizado por Valappil (2007), una cepa nativa de B. cereus alcanzé
una acumulacion y concentracion de PHB de 38% y 1.14 g/L en 32 horas
(g=0.036 g/(L*h)) utilizando glucosa como fuente de carbono. En Lépez (2012),
una cepa nativa de B. megaterium acumulé un 29% de polimero y obtuvo una
concentracion de 3.3 g/L en 32 horas (q=0.103 g/(L*h)) utilizando glucosa como

fuente de carbono. La productividad alcanzada en el experimento FB-A por

116



B. megaterium B2 (g=0.147 g/(L*h)) es mayor que la reportada por los autores
citados a pesar de utilizar una fuente de carbono no convencional como lo es el
GRIB.

Como se observa en la Figura 19-c y 19-d las concentraciones de glicerol y
nitrégeno presentan comportamientos similares, y tienen una relacién de consumo
C/N aproximadamente de 25. Las velocidades maximas de consumo de glicerol y
nitrégeno por parte de B. megaterium B2 corresponden a: 2 g/(L*h) y 0.08 g/(L*h)

respectivamente.

El perfil del porcentaje de oxigeno disuelto en el medio de fermentacion (Figura
19-e) presenta un comportamiento muy similar en los tres experimentos. Durante
la fase Lag, el consumo de oxigeno es minimo y después la concentracion cae

rapidamente hasta estabilizarse (entre las horas 6 y 8) en valores cercanos a cero.

3.3.2. Modelo matematico para la produccion de PHB
El desarrollo del modelo para la producciéon de PHB se basé en los balances de
masa desarrollados en la seccion 3.1 bajo las siguientes consideraciones

operacionales:

La fase de adaptacion de B. megaterium B2 no se incluyé en el modelo por lo
tanto la hora cuatro (4) del proceso, corresponde a la hora cero (0) del modelo.
Todos los nutrientes, excepto el glicerol (S), el nitrégeno (N) y el oxigeno (O), se
consideran en exceso.

Las velocidades méaximas de consumo de glicerol y nitrégeno por parte de
B. megaterium B2 corresponden a: 2 g/(L*h) y 0.08 g/(L*h) respectivamente.

La produccion de PHB es funcion de la biomasa residual (R), la velocidad

especifica de crecimiento (1) y la concentracion de glicerol (S).
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Balances de masa

De acuerdo a los resultados presentados en la Figura 20 la produccién de PHB se
favorece con concentraciones de glicerol cercanas a 3 g/L. Por lo tanto se propone
la siguiente expresion:

k7
1+|k7-S]|

ap
dt

(kl * W * R * ) +k, xR Ecuacion 45

Donde

k; constante asociada a la produccién de PHB relacionada con el consumo de

glicerol (g/L)

Esta expresion se utilizo en el rango de concentracion de glicerol de 2 a 5 g/L,

para los valores por fuera de este rango se utilizé la Ecuacion 13.

En el experimento batch se observo que cuando el glicerol se acababa, la bacteria
consumia el PHB acumulado. En el experimento FB-A se observé que cuando la
concentracion de glicerol aumentaba de 12.5 g/L, las células consumian el PHB
acumulado. Con el fin de describir estas dos situaciones, se propone la siguiente

expresion para describir el consumo de PHB por B. megaterium B2:

dP o
- = —kg *R Ecuacion 46

Donde

kg constante asociada al consumo de PHB (g PHB/ gR*h)
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Expresion de velocidad especifica de crecimiento
En la Figura 21, se presentan las velocidades especificas de crecimiento de los

experimentos batch, FB-A, FB-D y FB-C, calculadas utilizando la Ecuacién 41.

Figura 21. Perfil de la velocidad especifica de cre  cimiento de los experimentos  batch, FB-A,
FB-D y FB-C.
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La velocidad especifica de crecimiento disminuye a través del tiempo y tiene un
perfil similar al de la concentracion de oxigeno disuelto. B. megaterium B2 es un
microorganismo aerobio, por lo tanto, la alta disponibilidad de oxigeno favorece el
crecimiento del microorganismo. En los experimentos batch y fed-batch
desarrollados el microorganismo fue sometido a condiciones de exceso y déficit de
las fuentes de carbono y nitrégeno. En la Figura 19-c y 19-d, se observd que las
fuentes de carbono y nitrégeno que tienen un perfil de concentraciéon muy similar,
teniendo una relacion de consumo C/N de 25. Por lo tanto, la expresion de u tiene
en cuenta solo dos variables: la concentracion de oxigeno (O) y la concentracion
de glicerol (S).

Para hallar la expresion de p que describe adecuadamente todos los datos de los
experimentos batch y fed-batch, se evaluaron diversas combinaciones de las

ecuaciones Monod y sigmoidal. La ecuacién que de acuerdo al modelo describe
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los resultados obtenidos para la velocidad especifica de crecimiento con un

coeficiente de ajuste (R?) superior a 0.9 es:

n
= * S + 0 Ecuacion 47
K= Htm S"+K?  0+Kg

3.3.3. Estimacion de parametros

El modelo planteado tiene 16 parametros, la estimacion de todos los parametros
excepto Cy, se llevd a cabo en el software EMSO. El parametro Cj: (concentracion
de saturacion del oxigeno disuelto en el liquido en la interfase gas-liquido
(g O2/L)), se determind en el medio de fermentacion sin inocular a 34C con una
agitacion de 400 rpm y un flujo de aire de 1vvm utilizando un sensor polarogréfico
calibrado, el resultado fue 0.007 g O,/L. Este valor es similar a la solubilidad del
oxigeno en agua bajo una presién de aire de 1 atmosferay 35 T: 0.00752 g O /L
(Doran, 1995).

Para estimar los 15 parametros restantes, se tomaron los datos de las 17 horas de
fermentacion (tiempo 4 a 20) de los cuatro experimentos realizados, batch y tres

fed-batch), en total se dispuso de 68 datos para cada variable.

Los valores iniciales de los parametros u,,, a, v, k1, k2, k3 Y k4, son los promedios
de las estimaciones realizadas por la linealizacion explicada en la Seccion 3.2.3
(Tabla 21).
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Tabla 21. Parametros estimados linealizando los bal

ances de glicerol, nitrdgeno y PHB.

Pardmetros
Exp. Hm a Y k4 k; k3 ky
(1/h) | (9S/gR) | (gS/(gR*) | (gP/gR) | (g Pl(gR*h)) | (gN/gR) | (g P/(gR*h)

Batch | 0.6329 | 0.9167 0.4484 -0.0413 0.1846 0.0672 0.0078
FB-A | 0.6002 | 1.6124 -0.3434 0.1693 0.0158 0.1247 -0.0262
FB-D | 0.6376 | 0.9617 0.0141 0.1932 0.0201 0.0631 -0.00055
FB-C | 0.7003 | 1.4929 -0.0375 0.1107 0.0105 0.0585 0.0047
Media | 0.6427 | 1.2459 0.0204 0.1080 0.0578 0.0784 -0.0036

o 0.0418 | 0.3580 0.3261 0.1054 0.0847 0.0311 0.0155

Se observa que para todos los parametros, excepto para u,, Se tienen
desviaciones estandar altas en comparacion al valor promedio de la variable; este
hecho reafirma la necesidad de la optimizacion de pardmetros mediante el uso de

software.

De acuerdo a Dijelal (2006), los valores de k.,a determinados por el método
dinamico son mayores en cultivos inoculados que en cultivos estériles. Sin
embargo son del mismo orden de magnitud. Esto es debido a que la transferencia
de oxigeno se favorece gracias al consumo celular. Para determinar el valor inicial
del coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno, k,a, se determino
experimentalmente por el método dindmico (Garcia-Ochoa & Gomez, 2009):
0.0129+0.004 s™ (46.32 h''), este resultado es similar al reportado por Faccin

(2013): 0.018 s, bajo las mismas condiciones de agitacion y aireacion.

Los resultados de tal estimacion son presentados en la Tabla 22.
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Tabla 22 Parametros estimados utilizando el software EMSO

Parametro Unidades Valor
Mm 1/h 0.648646
N Adimensional 2.99
Ks g S/iL 4.65031
Ko g O,/L 0.00557448
kq gPlgR 0.28114
ks g P/(g R*L) -0.005005
ks gN/gR 0.1186
Ky g N/(g R*L) 0.00149989
ks g O,/gR 0.469182
Ke g O,/(g R*h) 0.0727053
ka 1/h 53.9
ks g S/iL 4.50537
kg g P/(g R*L) 0.0218362
a g S/gR 2.6
Y g S/(g R*L) 0.0449691

El valor calculado para pn (0.648646 h™) es menor que el estimado por Faccin
2012 (1.0780 * 4.75E-2 (h™)) para el cultivo de una cepa de B. megaterium
empleando sacarosa como fuente de carbono, esto es debido a que el glicerol es

una fuente de carbono mas dificil de asimilar que la sacarosa.

El valor de k.a (53.9 h™*, 0.015s™) y la velocidad de consumo de oxigeno por parte
del microorganismo (valor maximo 0.097 mg O./(L*s)) (Ecuacion 29), se
encuentran en el rango de valores esperados de acuerdo al estudio realizado por
Tribe (1995) : k.a 0.01 - 0.15 s*; velocidad de consumo de oxigeno por parte del

microorganismo 0.05 - 1 mg O/(L*s).
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3.3.4. Evaluacion de la calidad del modelo obtenido

En las Figuras 22 y 23 se presenta la comparacion entre los valores
experimentales y simulados de las seis variables estudiadas utilizando los
parametros presentados en la Tabla 22. En la Tabla 23 se presentan los
coeficientes de ajuste y los errores de estimacion de cada variable. En la Tabla 24

se presentan los valores de Fp y el valor de Frag,

Figura 22 Perfiles de las velocidades especificas d e crecimiento en experimentos batch y

fed-batch . Las lineas continuas representan los valores simu lados.

® BatchR

BatchS B FBAR ——FBAS FB DR FBDS X FBCR ——FBCS

02 x\i’-;.ug.
J X . N
4 6 8 10 12 14 16 18 20

Tiempo (h)
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Figura 23 Comparacién entre los valores simulados (  lineas continuas) y experimentales

(puntos) de los experimentos  batch y fed-batch .
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Tabla 23 Coeficientes de ajuste y error estandar de

estimacion del modelo propuesto

Experimento

Coeficiente de ajuste (R?)

R P S N (0] y

Batch 0.937| 0.952| 0.996| 0.899| 0.819| 0.937

FB A 0.943| 0.969| 0.992| 0.984| 0.982| 0.960

FB D 0.986| 0.973| 0.978| 0.747| 0.837| 0.848

FB C 0.969| 0.964| 0.859| 0.822| 0.791] 0.920

Error estandar de estimacion

oy | 0.576‘ 0.223| 0.734‘ 0.065‘ 0.001‘ 0.121
Tabla 24. Valores de F o calculados para todos los posibles subconjuntos de datos de los
experimentos realizados. F  1ag: 1.8193
exporimentos | R P s N o
Batch FB-A 16.307 13.800 126.890 17.570 0.014 0.094
Batch FB-D 6.429 5.898 5.621 0.436 0.015 0.178
Batch FB-C 6.723 3.337 1.529 2.164 0.015 0.012
FB-A FB-D 2.920 2.588 97.335 15.977 0.000 0.144
FB-A FB-C 2.446 5.563 112.301 18.660 0.000 0.084
FB-C FB-D 0.388 0.947 3.388 1.9030 0.000 0.173

De acuerdo a los resultados del test F, existe una diferencia significativa en la
produccion de biomasa residual y polimero de todos los experimentos realizados,
excepto entre el FB-C y FB-D. En cuanto a la concentracién de glicerol, no hay

diferencias significativas entre los experimentos batch y FB-C. Con respecto a la

concentracion de nitrégeno los experimentos batch y FB-D son equivalentes.

No hay diferencia significativa en los valores de oxigeno y velocidad especifica de
crecimiento de los 4 experimentos. Esto es debido a que todos los experimentos

se llevaron a cabo bajo condiciones de limitacién de oxigeno y que p es funcién de

la concentracion de oxigeno.
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El alto coeficiente de correlacion obtenido para la produccion de PHB en los cuatro
experimentos desarrollados (R?> promedio 0.919), demuestra la pertinencia de la

expresion propuesta (Ecuacion 44).

3.4. CONCLUSIONES

Se desarroll6 un modelo matematico para describir la produccion de PHB por
B. megaterium B2 el cual ademas de los balances de biomasa, sustrato y
producto, incluyo el balance de oxigeno y una modificacion de la ecuacion de
Luedeking-Piret permitiendo tener en cuenta la influencia de la concentracién de
glicerol (S). El coeficiente de correlacion (R?), el error de estimacién estandar (oy)
y el test F corroboran la descripcion que el modelo realiza del comportamiento de
las variables biomasa residual (R), PHB (P), glicerol (S), nitrégeno (N) y oxigeno
(O).

Se determiné que la mejor estrategia de alimentacion es FB-A, permitiendo
obtener una concentracion de PHB de 2.06 g/L. Este valor corresponde a un
incremento del 72% con respecto a la produccién en batch.
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CONCLUSIONES GENERALES

B. megaterium B2 fue identificado como la cepa nativa con mayor capacidad para
la produccion de PHB a partir de glicerol residuo de la industria de biodiesel. Una
produccion de 0.29 g/L en 14 horas de cultivo batch (50 mL de medio) permitio

demostrar que el microorganismo asimila este residuo como fuente de carbono.

El proceso de fermentacién a temperatura de 34<C, c oncentraciones de glicerol y
Na,HPO, de 7.6 g/L y 3 g/L respectivamente, favorece la acumulacion intracelular
de PHB por B. megaterium B2 incrementando un 48% su produccién (0.43g/L) con
respecto a las condiciones iniciales. Al garantizar la estabilizacion de pH en 7, un
flujo de aire de 1 vwm y una agitacion de 400 rpm en un biorreactor de 4L se

observé un incremento significativo en la produccion de PHB (1.20g/L).

La estrategia de alimentacién con flujo ascendente (FB-A), permitio obtener un
incremento del 72% en la produccién de polimero (2.06 g/L) con respecto a la

fermentacion en operacion batch.

El modelo matemético desarrollado describe satisfactoriamente la produccion de
biomasa, PHB y el consumo de las fuentes nutricionales (carbono y nitrégeno),
sirviendo como base para disefiar una nueva estrategia de alimentacién que

incrementara la produccion de PHB (3.6£0.2 g/L) en 75% con respecto a FB-A.
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RECOMENDACIONES

Emplear el modelo matematico desarrollado como nueva herramienta de
prediccion en el estudio del proceso, enfocando las actividades en el

aumento de la produccién y acumulacion del polimero.

Realizar disefios técnicos del escalamiento del proceso, acompafiados de
estudios de factibilidad financiera. Determinar el punto de equilibrio en
funcion de la produccion y acumulacion del polimero, a partir del cual la

produccion de PHB a partir de GRIB empieza a ser viable econémicamente.

Caracterizar térmica y mecanicamente el polimero producido para

establecer las posibles aplicaciones industriales.
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ANEXO A. PRECIO COMERCIAL DEL PHB

A continuacidon se presenta la informacion suministrada por las empresas

Biotechnology Co y PHB Industrial S/A con respecto al precio del PHB

= Correo suministrado por representante de PHB Industrial.

Eduardo Brondi <brondi@biocycle.com.br> 1/12/14 - v
para mi [~
ECA portugués espafiol ¥ Traducir mensaje Desactivar para: portugués x

Paalo, bom dia!
Como ndo estamos comercializando nosso produto, € um pouco complicado falarmos em termos de preco de venda

Acredito que vocé possa utilizar o preco praticado por outros produtores de PHAs no mundo, ou seja, algo como USD
5,00/kg

)
]
v

10.07 GB (15%) de 65 GB utilizados Condiciones - Privacidad .
Administrar Ultima actividad de la cuenta: Hace 50 minutos.
Detalles
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» Informacion suministrada por Biotechnology Co.

BIOMER
biodegradoble pahymers

Price list: (status: September 1, 2014)

% Bio |Food| 3,5kg ") |25 kg bag| >200 kg | »=1ton

Biomer®P209 | 38,8% | + |2857/kg | 19,20/kg | 14,62/kg | 12,25/kg

Biomer®P316 | 97,8% 29,14/kg | 19,36/ko | 14,79%/kg | 12,40/kg

Biomer®P226 | 82,8% | + |30,00/kg | 19,92/kg | 16,22/kg | 12,76/kg

Biomer®P304 | 97,9% 30,29/kg | 20,12/kg | 15,40/kg | 12,90/kg

Biomer®P300 | 91,8% | + | 30,29/kg | 20,20/kg | 15,45/kg | 12,95/kg

Biomer®P319 | 97,3% 30,86/kg | 20,52/kg | 15,70/kg | 13,15/kg

Biomer®P310 | 97,7% | < | 30,86/kg | 20,52/kg | 15,70/kg | 13,15/kg

All prices in Eurc exw. Terms: 30 days. Prepayment is needed for new

customers. The volume prices relate to single shipments.

") Test baas will be credited in case we receive an order of 200 kg or more

within & months after shipping.

When ordering resins for extrusion or food contact (where available) please
add the suffixes E or F (2.0. Biomer®P226E or Biomer®P226F)

Biomer, Forst-Kasten-Str. 15, D-82152 Krailling
Tel. +49/89/12 765 136, Fax +49/89/12 765 137, e-mail: mail@Bicmer.de
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ANEXO B. INFORME PRESENTADO POR CORPOGEN

C G CORPORACION CORPOGEN
Carrera 5 No 66A-34

A Orpo : cn Bogota, Colombia
Imvestagacion y Biotecnol ogia Tels: 8050118/19 - Ext 101

Fax: 3484607

E-mail: corpogen@corpogen.org

WWW.COrpogen.org

ESCUELA DE BACTERIOLOGIA
UNIVERSIDAD INDUSTRIAL DE SANTANDER

Bogota D.C., marzo 11 de 2015

Doctora h
CAROLINA GUZMAN LUNA
Esc.uela.de bacteriolpg'a

Este analisis se hizo sobre dos de los tres aislamientos recibidos el pasado
23 de enero e identificados como B1, B2 y B8

Sobre estas muestras se realizaron los siguientes procedimientos:

v Aislamiento y purificacion del DNA.
v Amplificacion por PCR de la region de 1465 pb del gen ribosomal 16S.

Purificacion de los fragmentos de PCR y secuenciacion con los iniciadores
27F, 518F, S800R, y 1492R del gen ribosomal 16S.

v Limpieza manual de cada una de las secuencias de los fragmentos
obtenidos.

v Ensamblaje de las secuencias y obtencion de |a secuencia problema.
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v Analisis taxonomico de la secuencia problema ensamblada, mediante la
comparacion contra las bases de datos NCBI (National Center for
Biotechnology Information), Green genes (Lawrence Berkeley National
Laboratory) y RDP (Ribosomal Database Project)

v Alineamiento y generacion de un arbol de distancias utilizando las
secuencias con mayor similitud a la secuencia problema.

v Clasificacion taxonomica de la secuencia consenso.

RESULTADOS AISLAMIENTO B2

Inicialmente, el clasificador de RDP (Ribosomal Database Project) pudo
determinar que se trata de una secuencia de un microorganismo
perteneciente al género Bacillus, sin embargo el poder de resolucion de este
clasificador, no permite asignar una especie (Figura 1.1).

Figura 1.1. Resultado de |la comparacion de la secuencia problema contra la
base de datos RDP.

Cunsifier = Herarchy View

Classifier: 0P datve Bapesion T Classfier Version 2,93, Ocider 10ne
Tascrorsical Merarchy: A0 WS (AMA training et 30 with %4 gerw cagy semter from rradied 2 2
Quary Flle:  clmetfier_seq ol sed 95T HIAMONOMTY 1 FaASTA
Query Subevt Dete:  Tus Meb 17 10:45:38 5T 2018

Ohaplay depth | aew ¢ Corfidence theeshald: wn ¢ CopyMumber Adustedt » ¢ Lo
[ Gorman =7 Lbeary )
L Bacteria | | |
Ehu'wu—““bﬁ-dyf -gmm‘-;m
- = g Bacues OV
e Fn o (V)
« « chem Bachl (1)
..... oo Buctl e (%)
------ Tty b s (1)
------- P-

La busqueda en la base de datos de 165 Greengenes, clasifico a la secuencia
como similar a Bacillus megaterium y Bacillus subtilis.

La base de datos de secuencias, del algoritmo Segmatch-RDP (Figura 1.2)
contra aislamientos cultivados indica que la secuencia problema ensamblada
es muy similar en |a mayonia de su longitud con la cepa tipo identificada
como Bacillus megaterium.
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Figura 1.2. Resultado de |2 comparacion de la secuencia problema contra
SeqMatch-RDP
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SO00KIeeST  mot calculeted (LKL 140) Bacfus crcudem (Tr ATCC 4371; SCTC 2800 MCDOSTTS; AYT248%0
SC00AMEN ol cuined 0880 100 Backus crodans (TL AYDESS
SO0V met calculeted 0988 140] Bactus megateriem (T W 1340K 00T

. SUOLZIEST  mat caioumies LIRS 141] Bactus getthedl (T); WOC 4585 PR

Los resultados del andlisis taxonomico de |a secuencia problema ensamblada
de 1392 pb contra la base de datos curada del NCBI, Genomic Reference
Sequences, RefSeq, indican que tiene un 100% de identidad en el 100% de
su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes Bacillus
megaterium.

Finalmente, el arbol de distancias (Figura 1.3) construido a partir de las 50
secuencias de microorganismos cultivables mas cercanas, disponibles en la
base de datos RefSeq del NCBI, muestra que |a secuencia problema se
agrupa con secuencias de la especie Bacillus megaterium, con un soporte de
ramas de mas del 95%.

Con base en el anterior analisis y teniendo en cuenta que la metodologia
usada solamente permite identificacion confiable hasta nivel de especie, se
puede afirmar con un muy alto grade de probabilidad, que la secuencia
problema pertenece a la especie Bacillus megaterium.
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Figura 1.3. Arbol filogenético
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Arbol de distancias construido a partir de los 48 mejores “hits” con respecto
a |z base de datos RefSeq. En rojo, el nodo correspondiente a la secuencia
problema
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Secuencia ensamblada B2

5°
TCAGGATGAACGCTGGOGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAG
AAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTG
CCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCT
CCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCCGC
GGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAAT
CCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCCCGGGCCTTG
TACACACCGCCCG

3°
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RESULTADOS AISLAMIENTO B8

Inicialmente, el clasificador de RDP (Ribosomal Database Project) pudo
determinar que se trata de una secuencia de un microorganismo
perteneciente al género Bacillus, sin embargo el poder de resolucion de este
clasificador, no permite asignar una especie (Figura 2.1).

Figura 2.1. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la
base de datos RDP.

cw::mm

Clawtfier:  ROP Natve Bayerien rfANA Ciansifier Vervion 2,9, October 3014
Taxoromicsl Merarchy:  RDP 105 rANA trafning wet 10 with 165 gene copy nersber from rmiDBed 2.7
Query Flles  chassiMer_seq vl cnROMBDEEIIN 431 45 TASTA.
Query Scbmit Datez  Tue Feb 17 10:55:56 EST 2015

Display deptie A ¢ ConNdence threshold: s ¢ CopyWumber Adjusted we ¢ S|

La busqueda en |a base de datos de 165 Greengenes, clasifico a la secuencia
como similar a Bacillus megaterium y Bacillus subtilis.

La base de datos de secuencias, del algoritmo Segmatch-RDP (Figura 2.2)
contra aislamientos cultivados indica que la secuencia problema ensamblada
es muy similar en |a mayoria de su longitud con la cepa tipo identificada
como Bacillus megaterium.
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Figura 2.2. Resultado de |2 comparacion de la secuencia problema contra
SeqMatch-RDP
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Los resultados del andlisis taxonomico de |a secuencia problema ensamblada
de 1340 pb contra la base de datos curada del NCBI, Genomic Reference
Sequences, RefSeq, indican que tiene un 100% de identidad en el 100% de
su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes Bacillus
megaterium.

Finalmente, el arbol de distancias (Figura 2.3) construido a partir de las 50
secuencias de microorganismos cultivables mas cercanas, disponibles en la
base de datos RefSeq del NCBI, muestra que |a secuencia problema se
agrupa con secuencias de la especie Bacillus megaterium, con un soporte de
ramas de mas del 95%.

Con base en el anterior analisis y teniendo en cuenta que la metodologia
usada solamente permite identificacion confiable hasta nivel de especie, se
puede afirmar con un muy alto grado de probabilidad, que |z secuencia
problema pertenece a la especie Bacillus megaterium.
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Figura 2.3. Arbol filogenético
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Arbol de distancias construido a partir de los 48 mejores “hits” con respecto
a |a base de datos RefSeq. En rojo, el nodo correspondiente a la secuencia

problema
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Secuencia ensamblada B8

5°
CTGATTAGAAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGG
GCAACCTGCCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATA
GGATCTTCTCCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGA
TGGGCCCGCGGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGAT
GCATAGCCGACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAG
ACTCCTACGGGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGG
AGCAACGCCGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGG
AAGAACAAGTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCA
CGGCTAACTACGTGCCAGCAGCCGOGGTAATACGTAGGTGGCAAGOGTTATCCGG
AATTATTGGGCGTAAAGCGCGCGCAGGOGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCC
ACGGCTCAACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAA
AAGCGGAATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGT
GGCGAAGGCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGA
GCAAACAGGATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCOGTAAACGATGAGTGCTAAGTG
TTAGAGGGTTTCCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGG
GAGTACGGTCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCG
GTGGAGCATGTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACAT
CCTCTGACAACTCTAGAGATAGAGCGTTCCCCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTG
GTGCATGGTTGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGA
GCGCAACCCTTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCC
GGTGACAAACCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGAC
CTGGGCTACACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGT
CAAGCCAATCCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTAC
ATGAAGCTGGAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCGCGGTGAATACGTTCC
CGGGCCTTGTACACACC

3°
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RESULTADOS AISLAMIENTO B1

Inicialmente, el clasificador de RDP (Ribosomal Database Project) pudo
determinar que se trata de una secuencia de un microorganismo
perteneciente al género Bacillus, sin embargo el poder de resolucion de este
clasificador, no permite asignar una especie (Figura 3.1).

Figura 3.1. Resultado de la comparacion de la secuencia problema contra la
base de datos RDP.
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La base de datos de secuencias, del algoritmo Segmatch-RDP (Figura 3.2)
contra aislamientos cultivados indica que la secuencia problema ensamblada
es muy similar en la mayoria de su longitud con |z cepas tipo identificadas
como Bacillus megaterium

La busqueda en la base de datos Greengenes indica que la secuencia
problema es muy similar a secuencias de Bacillus megaterium y Bacillus
subtilis.

Los resultados del analisis taxonomico de la secuencia de 1464 pb contra la
base de datos nr del NCBI, indican que tiene un 99,7% de identidad en el
100% de su longitud, con secuencias del gen ribosomal 16S pertenecientes
Bacillus megaterium y Bacillus aryabhattai.
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Figura 3.2. Resultado de |2 comparacion de la secuencia problema contra
SegMatch-RDP
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El arbol de distancias (Figura 3.3) construido a partir de las 50 secuencias de
microorganismos cultivables mas cercanas, disponibles en la base de datos
RefSeq del NCBI, muestra que la secuencia problema se agrupa en el mismo
clado con secuencias de Bacillus megaterium y Bacillus aryabhattai, con un
soporte de ramas del 95%.

Bacillus megaterium es una bacteria ubicua mientras que, de acuerdo con
una revision preliminar, Bacillus aryabhattai, ha sido unicamente aislada de
la estratosfera. Ambas especies se pueden diferenciar por condiciones de
crecimiento y fenotipo®.

Con base en el anterior andlisis y teniendo en cuenta que la metodologia
usada solamente permite identificacion confiable hasta nlvel de especie, se
puede afirmar, que |z secuencia problema pertenece al género Bacillus, con
un muy alto grado de probabilidad de tratarse de Bacillus megaterium o
Bacillus aryabhattai.
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Figura 3.3. Arbol filogenetico -
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Arbol de distancias construido a partir de los 49 mejores “hits” con respecto
a |z base de datos RefSeq. En rojo, el nodo correspondiente a la secuencia

problema
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Secuencia ensamblada - Aislamiento B1

5°
TCAGGATGAACGCTGGOGGCGTGCCTAATACATGCAAGTCGAGCGAACTGATTAG
AAGCTTGCTTCTATGACGTTAGCGGCGGACGGGTGAGTAACACGTGGGCAACCTG
CCTGTAAGACTGGGATAACTTCGGGAAACCGAAGCTAATACCGGATAGGATCTTCT
CCTTCATGGGAGATGATTGAAAGATGGTTTCGGCTATCACTTACAGATGGGCCOGC
GGTGCATTAGCTAGTTGGTGAGGTAACGGCTCACCAAGGCAACGATGCATAGCCG
ACCTGAGAGGGTGATCGGCCACACTGGGACTGAGACACGGCCCAGACTCCTACG
GGAGGCAGCAGTAGGGAATCTTCCGCAATGGACGAAAGTCTGACGGAGCAACGC
CGCGTGAGTGATGAAGGCTTTCGGGTCGTAAAACTCTGTTGTTAGGGAAGAACAA
GTACAAGAGTAACTGCTTGTACCTTGACGGTACCTAACCAGAAAGCCACGGCTAAC
TACGTGCCAGCAGCCGCGGTAATACGTAGGTGGCAAGCGTTATCCGGAATTATTG
GGCGTAAAGCGCGCGCAGGCGGTTTCTTAAGTCTGATGTGAAAGCCCACGGCTCA
ACCGTGGAGGGTCATTGGAAACTGGGGAACTTGAGTGCAGAAGAGAAAAGCGGA
ATTCCACGTGTAGCGGTGAAATGCGTAGAGATGTGGAGGAACACCAGTGGCGAAG
GCGGCTTTTTGGTCTGTAACTGACGCTGAGGCGCGAAAGCGTGGGGAGCAAACAG
GATTAGATACCCTGGTAGTCCACGCCGTAAACGATGAGTGCTAAGTGTTAGAGGG
TTTOCGCCCTTTAGTGCTGCAGCTAACGCATTAAGCACTCCGCCTGGGGAGTACGG
TCGCAAGACTGAAACTCAAAGGAATTGACGGGGGCCCGCACAAGCGGTGGAGCAT
GTGGTTTAATTCGAAGCAACGCGAAGAACCTTACCAGGTCTTGACATCCTCTGACA
ACTCTAGAGATAGAGCGTTCCOCTTCGGGGGACAGAGTGACAGGTGGTGCATGGT
TGTCGTCAGCTCGTGTCGTGAGATGTTGGGTTAAGTCCCGCAACGAGCGCAACCC
TTGATCTTAGTTGCCAGCATTTAGTTGGGCACTCTAAGGTGACTGCCGGTGACAAA
CCGGAGGAAGGTGGGGATGACGTCAAATCATCATGCCCCTTATGACCTGGGCTAC
ACACGTGCTACAATGGATGGTACAAAGGGCTGCAAGACCGCGAGGTCAAGCCAAT
CCCATAAAACCATTCTCAGTTCGGATTGTAGGCTGCAACTCGCCTACATGAAGCTG
GAATCGCTAGTAATCGCGGATCAGCATGCCCCGGGGGAATACCGTTCCCGGGCCT
TGTACACACCGCCCGTCACACCACGAGAGTTTGTAACACCCGAAGTCGGTGGAGT
AACCGTAAGGAGCTAGCCGCCTAAGGTGGG

3
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i CORPORACION CORPOGEN
AREA DE PRODUCTOS Y SERVICIOS
SERVICIO DE IDENTIFICACION MOLECULAR DE BACTERIAS
Procesamiento de las muestras - Luz Karime Afanador
Secuencia de acidos nucleicos - Macrogen Inc. - Corea
Andlisis bioinformatico - Liliana Pinzon
Revision general - Walter Ocampo Moure

Anexos - Archivos secuencias sin procesar
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ANEXO C. EXPERIMENTO FED-BATCH A OXIGENO CONSTANTE

Con el fin de determinar si B. megaterium B2 presenta el comportamiento
reportado por RamKumar Pandian (2010) y Sabra & Abou-Zeid (2008) en
bacterias del genero Bacillus con relacién a la disponibilidad de oxigeno en el
medio; se evalud la influencia del oxigeno disuelto (OD) en la produccion de PHB,
fijando un valor minimo en el proceso de 30% de saturacion en el medio de
fermentacion. Se decidid realizar un cultivo en modo fed-batch para prolongar la
duracién del experimento, permitiendo de esta manera observar la influencia del

oxigeno en la acumulacién de PHB durante el tiempo.

El control del OD disuelto se realiz6 mediante variaciones de la agitacion del
medio (400-700 rpm) y el flujo de aire suministrado al fermentador (1-4 vvm). Se
empleé el medio de sales optimizado presentado en el capitulo dos del
documento. Con el fin de garantizar la presencia de las fuentes de carbono y
nitrégeno, a partir de la hora 7 se inicio la alimentacion de glicerol (484 g/L) y
nitrogeno (18 g/L) a un flujo de 15 mL/h, utilizando una bomba peristéltica,
después de 12 horas de operacion el flujo se aument6 a 35 mL/h hasta la hora 16

en donde posteriormente se aumentd a 57 mL/h hasta la hora 20 del proceso.

En la Figura 24 se presenta el perfil del porcentaje de OD en el medio de

fermentacion durante el proceso.

152



Figura 24 Porcentaje de OD en el medio de fermentac  i6n con un valor minimo de 30%
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En la Figura 25 se presentan los resultados de la fermentacion de
B. megaterium B2 manteniendo el OD en un valor minimo de 30%. Se observa
una fase Lag de 4 horas seguida de una fase exponencial que se mantuvo durante
todo el experimento alcanzando una concentracion de biomasa de 12.1 g/L. La
produccion de PHB alcanzé una concentracion maxima de 1.4 g/L en la hora 15
del proceso con una acumulacion intracelular (Ypx) de 15%, lo cual representa
una disminucién de 50% con respecto a la maxima acumulacion obtenida en el
experimento en Batch (31%). Después de la hora 15, el microorganismo inicia el
consumo del PHB, disminuyendo la concentracion y acumulacién intracelular del

polimero hasta 0.6 g/L y 5%, respectivamente.
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Figura 25. Producciéon de biomasa, PHB y consumo de glicerol por B. megaterium B2
manteniendo el OD en un valor minimo de 30%
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Por lo tanto, se corrobora que para la produccion de PHB por B. megaterium B2 es
aconsejable limitar la disponibilidad de oxigeno en el medio. Para ello se plantea

continuar con la estrategia de aeracion y agitacion empleada en los cultivos batch.
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