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Resumen

El futuro agotamiento de los recursos fésiles y los problemas de disposicién final de los
plasticos petroquimicos, estan incrementando el interés en el mercado por los plasticos
biodegradables. EI mayor inconveniente en la penetracién en el mercado de estos productos
es su alto costo respecto a los derivados petroquimicos. Entre los plasticos biodegradables, los
polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia diversa de poliésteres sintetizados por una amplia
gama de microorganismos. Los PHAs son acumulados intracelularmente como respuesta a un
desbalance de nutrientes en su ambiente, constituyendo una reserva de fuente de carbono y
energia para su sobrevivencia durante periodos de escasez. Una de las areas de oportunidad
para mejorar la economia del proceso global se centra en encontrar fuentes de carbono
econdmicas, provenientes muchas veces de subproductos. El crecimiento de la industria del
biodiesel a nivel mundial ha generado una sobreproduccion de glicerina, con la consiguiente
baja de su precio debido a las impurezas presentes. Dado que el precio actual del glicerol se ha
vuelto muy competitivo respecto a los azlcares usados para la produccion de quimicos y
combustibles, la via de fermentacidn microbiana es una opcién para su aprovechamiento que
estd siendo re-evaluada. En el presente trabajo se seleccionan microorganismos productores
de PHAs y se optimiza el medio de cultivo, utilizando como fuente de carbono glicerol y
metanol (modelado como subproducto del biodiesel). La optimizacién se realiza utilizando un
disefio experimental, a distintas escalas comenzando con matraces hasta escala de
fermentadores de laboratorio.

De las cepas estudiadas, Unicamente dos cepas fueron capaces de acumular PHAs utilizando
como fuente de carbono el efluente modelo: Ralstonia eutropha DSM 545 y Metilobacterium
extorquens DSM 1340. Se obtuvieron las formulaciones del medio de cultivo para ambas cepas
que optimizan la produccién de PHAs mediante la evaluacion de diferentes respuestas. Se
determind que R. eutropha DSM 545 ofrece mejores caracteristicas como productora de PHAs
que M. extorquens DSM 1340, por obtenerse una mayor productividad volumétrica de
generacion de PHA (0.015 g/L.h en R. eutropha DSM 545 y 0.0051 g/L.h en M. extorquens DSM
1340). Dado que R. eutropha DSM 545 no consume metanol, y éste es inhibitorio de su
crecimiento, se evalud la produccién de PHAs en cultivos mixtos de ambas cepas, la
productividad volumétrica de produccion alcanzada resulto menor (2.5 E-3 g/L.h) a la
productividad obtenida en los cultivos con las cepas puras.

Se determinaron los parametros cinéticos y estequiométricos que representan el proceso, a
partir de cultivos en modalidad batch, (realizados en bioreactor de laboratorio) de Ralstonia
eutropha DSM 545, utilizando un medio modelado de glicerol crudo como fuente de carbono
para producir PHAs. El crecimiento del microorganismo es descrito por la cinética de Khanna
con doble limitacidn de fuente de carbono y fuente de nitrégeno y con inhibicién por metanol.
A partir de este modelo se realizaron simulaciones de produccién batch y fedbatch, con dos
fuentes de carbono: medio modelado de glicerol crudo y glicerol sin metanol. El mejor
desempeiio se alcanzé en un sistema fedbacth con alimentacidon continua, llegdndose a
obtener 0.23 g/Lh de PHAs, utilizando como fuente de carbono glicerol sin metanol. Este
modelo podra ser utilizado como base, para plantear otras estrategias de produccién y para
realizar una evaluacién econdmica financiera del proceso.
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Prefacio

El presente trabajo se encuentra dividido en ocho capitulos. En los primeros tres, se realiza la
revision bibliografica referente a los plasticos degradables, polihidroxialcanoatos, con énfasis
en su produccion a partir de glicerol subproducto de la generacién de biodiesel.

En los capitulos cuatro a siete, se desarrollan los objetivos planteados en el proyecto de tesis
de Maestria en Biotecnologia:

Seleccion de una cepa productora de PHAs.
Optimizacién del medio de cultivo a escala de matraces.

3. Optimizacidn de las condiciones y modalidad de produccién de PHAs utilizando glicerol
crudo como sustrato.

Cada uno de estos capitulos, cuenta con las secciones: Introduccion, Materiales y Métodos,
Resultados, Discusién y Conclusiones.

En el Capitulo 8, se realiza una evaluacién general del trabajo y sus perspectivas.
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1. SITUACION ACTUAL DE LOS PLASTICOS PETROQUIMICOS

En el periodo 1930-1940 se inicié el desarrollo comercial de los plasticos petroquimicos. La
segunda guerra mundial en 1939, generd una gran demanda de plasticos como sustitutos de
diversos materiales como las gomas naturales. En Estados Unidos se cred un programa de
investigacion y desarrollo que llevo a la produccion de diversos plasticos sintéticos. A partir de
la década del 70, la produccion en gran escala de estos materiales disminuyd su costo. Los
nuevos plasticos comenzaron a competir con materiales tradicionales como la madera, papel,
metales, vidrio y cuero. La posibilidad de realizar aleaciones y mezclas entre diferentes
polimeros hizo posible generar plasticos con propiedades que las resinas por si mismas no
tendrian, aumentando el rango de posibles aplicaciones. La demanda de plasticos aumenté
desde entonces hasta nuestros dias, éstos se han convertido en un commodity para mejorar el
confort y calidad de vida, siendo parte esencial en casi todas las industrias (Plastic industry
trade asociation 2012) (Luengo, y otros 2003).
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Figura 1. Evolucion de la produccidn de plasticos desde 1950 (Plastics Europel)

PlasticsEurope es una asociacion comercial de la Unién Europea y sede en Bruselas con representantes de los 27 Estados miembros de toda la Unién Europea.

PlasticsEurope ha desarrollado una estrecha colaboracidon con las asociaciones que representan la cadena de fabricacion de plasticos europeos, que incluye 50.000
convertidores y mas de 1.000 fabricantes de maquinaria. También. PlasticsEurope es la voz oficial de los fabricantes de plasticos europeos.
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Desde 1950, en el mundo ha habido un incremento medio anual en la produccion y el
consumo de plasticos del 9%. Esto ha sido impulsado por un amplio historial de innovacién
continua. De 1,5 millones de toneladas en 1950, la produccion mundial total alcanzé 245
millones de toneladas en 2008 (Figura 1). Este crecimiento se invirti6 en 2008 como
consecuencia directa de la crisis financiera mundial. Un andlisis del consumo de materiales
pldsticos sobre una base per capita muestra que se consumen aproximadamente 100 kg al afo
en el TLCAN (Tratado de Libre Comercio de América del Norte) y Europa Occidental. Estas
regiones tienen el potencial de crecer a aproximadamente 140 kg per capita para el afio 2015.
El drea con mayor potencial de crecimiento se encuentra en los paises asiaticos (excluido
Japdn), donde el consumo por habitante es sélo alrededor de 20 kg anuales. (Plastics Europe
2009).

Los pldsticos generan muchos beneficios para la sociedad y ofrecen futuros avances
tecnoldgicos y médicos. Sin embargo, las preocupaciones sobre su uso y eliminacién son
diversas e incluyen: la acumulacién de residuos en vertederos, en habitats naturales,
problemas fisicos para la vida silvestre resultante de la ingestién o atrapamiento en plastico, la
lixiviacién de sustancias quimicas de productos pldsticos y potencial transferencia de éstos
hacia la vida silvestre y los seres humanos. La preocupacion mas importante, estd implicita en
el volumen producido, ya que su uso actual no es sostenible. Alrededor del 4 por ciento de la
produccién mundial de petrdleo se utiliza como materia prima para hacer plasticos y una
cantidad similar se utiliza como energia en el proceso. Mds de un tercio de la produccion
actual se utiliza para fabricar articulos de embalaje, que luego son rdpidamente descartados.
La disminucidn de las reservas de combustibles fésiles, la capacidad finita para la eliminacion
de residuos no degradables en vertederos, las limitaciones del reciclado mecdanico y quimico,
hacen que la utilizacién lineal de hidrocarburos, a través de envases y otras aplicaciones de
corta duracidn, simplemente no sea sostenible (Thompson, y otros 2009).

La cantidad de pldsticos producidos en los primeros 10 afios del presente siglo casi iguala a la
cantidad producida en todo el siglo que precedid. El caracter no biodegradable de los
polimeros de origen petroquimico necesariamente llevara a restricciones en su uso futuro, asi
mismo el incremento del precio de petréleo y su escasez promueven la generacion de
materiales alternativos a partir de sustratos renovables.
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2. PLASTICOS BIODEGRADABLES

2.1. Definicidn e Importancia.
Existen diversos enfoques en cuanto a la definicidn y clasificacion de plasticos biodegradables
o bio materiales. Se citan a continuacidn diferentes definiciones:

e los pldsticos biodegradables son materiales capaces de descomponerse en condiciones
aerobias o anaerobias por accién de microorganismos tales como bacterias hongos y
algas. Son degradados por accion enzimdtica de los microorganismos bajo condiciones
normales del medio ambiente. Son obtenidos usualmente por via fermentativa y se los
denomina también biopolimeros. Los términos biodegradacion, materiales
biodegradables y compostabilidad son frecuentemente mal utilizados. El término
biodegradable en si mismo no es util ya que significa que en la biosfera existe al menos
una enzima capaz de acelerar la escision de los enlaces quimicos de una cadena
polimérica dada. Esto no significa que efectivamente se lleve a cabo la degradacion del
material, ya que para que esto ocurra deben estar dadas las condiciones ambientales
requeridas, el término biodegradable, no implica que el proceso ocurra a alta
velocidad. Es necesario completar la informacion especificando las condiciones y el
tiempo necesario para que ocurra la biodegradacion. (Department of Dairy and Food
Science 2000)

e Los bio-materiales son productos naturales sintetizados y catabolizados por diferentes
organismos y con diferentes aplicaciones biotecnoldgicas. Estos pueden ser asimilados
por muchas especies (biodegradable) sin causar efectos toxicos en el huésped
(biocompatibles). Los biopldsticos son considerados un tipo de biomaterial. (Luengo, y
otros 2003)

e Los pldsticos bio-basados, se definen como aquellos elaborados por el hombre o
producidos por macromoléculas orgdnicas procesadas derivadas de recursos
bioldgicos, utilizados para la elaboracion de pldsticos o fibras. Los pldsticos bio-
basados pueden ser biodegradables, parcialmente biodegradables o no degradables.
(Shen, Hauge y Patel 2009).

Los biopolimeros son una clase diversa y versatil de plasticos biolégicamente degradables
construidos a partir de almiddén, azlcares, celulosa, proteinas o polilactidos (CBI Market
Information Database 2006) que tienen potenciales aplicaciones en muchos sectores de la
economia. Actualmente muchos biopolimeros aun se encuentran en etapa de desarrollo, pero
estan emergiendo importantes aplicaciones en envases y medicina. Algunos biopolimeros
puedes reemplazar directamente a los plasticos petroquimicos en aplicaciones tradicionales,
mientras otros poseen propiedades Unicas que pueden generar un nuevo rango de
oportunidades comerciales (Frost y Sullivan 2001).

El ciclo de vida de los bioplasticos se asemeja al ciclo del carbono en la naturaleza donde 100
millones de toneladas de biomasa se producen anualmente a partir de plantas, utilizando la luz
solar y la fotosintesis. La misma cantidad se biodegrada de nuevo en los materiales de origen,
el diéxido de carbono (CO,) y agua, junto con pequefias cantidades de biomasa y minerales.
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Esto se produce principalmente a través de la degradacion bioldgica a través de numerosos
microorganismos. El objetivo de la industria de los bioplasticos es imitar este circuito cerrado,
ya que representa el medio por el cual las emisiones de CO, ambientalmente dafiinas, pueden
ser reducidas y los recursos fésiles conservados para las generaciones futuras (European

Bioplastics 2012) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de bioplasticos

La gran ventaja de los bioplasticos, es la conservacion de los recursos fésiles y la reduccion de
las emisiones de CO, siendo una de las innovaciones mas importantes para el desarrollo
sostenible. Los plasticos petroquimicos, con un consumo global actual de mas de 250 millones
de toneladas y un crecimiento anual de aproximadamente 5%, constituyen el principal campo
de aplicaciéon del petréleo crudo, luego de la energia. Este 5% del consumo de petréleo crudo
puede parecer relativamente pequefio, sin embargo, hace hincapié en la dependencia de la
industria del plastico con el petrdleo. Los aumentos de precios en el petréleo crudo y gas
natural causado por la fuerte demanda y los conflictos politicos, tienen un marcado efecto en
el mercado de plasticos. Cada vez es mas importante y urgente para esta rama de la industria
la utilizacion de materias primas alternativas (European Bioplastics 2012).

En la actualidad los diferentes tipos de bioplasticos disponibles cubren aproximadamente un 5-
10% del mercado de los pldsticos actuales. Ademas, hay aplicaciones completamente nuevas,
tales como films compostables. Este potencial técnico esta lejos de aprovecharse plenamente,
el desarrollo de los bioplasticos apenas estd comenzando. El mercado estd creciendo en
muchas areas de aplicacidn, por ejemplo envases o peliculas agricolas, el nUmero y la cantidad
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estd aumentando significativamente. Las estrategias exitosas de mercadeo se basan en la
utilizacion inteligente de la funcionalidad de los materiales y el atractivo para el consumidor a
través de la imagen altamente positiva. El Eco-Etiquetado ha sido desarrollado para ayudar al
consumidor en el reconocimiento de los productos y diferenciarlos de los plasticos
convencionales (European Bioplastics 2012).

La competitividad de los bioplasticos ha mejorado mucho en los Ultimos afios. Esto no sélo es
debido al hecho de que los plasticos convencionales se han convertido en caros. Las
caracteristicas técnicas de recuperacién después de consumo también pueden representar
una ventaja econdmica.la mayoria de los productos siguen siendo mas caros que las
fabricadas con plasticos petroquimicos, que han estado en el mercado durante muchos afios.
Los bioplasticos son actualmente producidos principalmente en pequefias plantas (capacidad
de produccién total de mas de cinco millones de toneladas en todo el mundo). Sus costos de
desarrollo son altos y aun no tienen el beneficio de las economias de escala.

Las condiciones marco (tanto legales como de mercado) juegan un papel importante en esta
fase de introducciéon en el mercado. A diferencia de las dreas de energia renovable y los
biocombustibles, no existen condiciones para este tipo de regulaciones. En los distintos paises
de la UE las primeras iniciativas estan surgiendo para facilitar la introduccidén de los
bioplasticos. El hecho de que el riesgo del cambio climatico es cada vez mas evidente, la
dificultad de garantizar el suministro, junto con la evolucidon de precios de materias primas
fésiles representan las razones de peso para fomentar las tecnologias sostenibles. Los
bioplasticos tienen un gran futuro por delante. Entre mds pronto se comience, mejor
(European Bioplastics 2012).
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A continuacion se presenta en la Tabla 1, los principales tipos de bioplasticos (Shen, Hauge y

Patel 2009).

Tabla 1. Clasificacion de Bioplasticos

Polisacarido

Polisacaridos

Poliéster

Poliéster

Poliamidas(PA)

Poliésteres
Polioleofina

Polivinilo

2.3. Mercado y perspectivas

Almidén parcialmente fermentado. Almidén
termoplastico. Almidén quimicamente
modificado. Resinas compuestas

Esteres de celulosa organica. Celulosa
regenerada

Monoémero obtenido por fermentacion (acido
lactico) y posterior polimerizacién quimica.

1,3-propanodiol obtenido por fermentacion y

DMT o acido tereftalico petroquimico

Monémero acido 11-aminodecanoico de aceite
de castor

Monémero Acido sebacico de aceite de castor

Caprolactama obtenida a partir de fermentacion
de azlcares

Mondmero acido adipidico obtenido por
fermentacion

Monémero obtenido del acido oleico
Polimeros de (R)-hidroxiacidos

Monomero: etileno obtenido por fermentacion
de azlcares

Monoémero: obtenido de bioetileno

Estadisticas precisas sobre el consumo de biomateriales aln no estdn disponibles. European

Bioplastics estima que el mercado para todos los segmentos de aplicacion en 2007 fue de

aproximadamente 50.000 - 100.000 toneladas en Europa. Las areas mas significativas de la

demanda en Europa son:

- Bolsas de residuos compostables.

- Films para envasado, en particular para los productos con una corta vida, tales como

productos alimenticios.

-Loose Fill: espuma de almiddn utilizado en el transporte de envases.

-Embalaje de servicio: bolsas, productos profesionales para catering, como vasos, platos y

cubiertos, peliculas biodegradables y articulos horticolas compostables.
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Los paises europeos con el mayor consumo son Alemania, Inglaterra, Francia, Italia y los Paises
Bajos.

La capacidad de produccién mundial de bioplasticos biodegradables en 2011 asciende a mas
de 1.161.000 toneladas. Se estima que la capacidad se quintuplique para el afio 2016 (Figura
3).

Global production capacity of bioplastics
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Figura 3. Capacidad de produccion global de bioplasticos. European Bioplastics2

2 Fundada en Alemania en 1993 como IBAW, European Bioplastics hoy representa los intereses de cerca de 70 empresas asociadas
en toda la Union Europea. Con sus miembros: productores de la materia prima agricola, las industrias quimica y del plastico, asf
como usuarios industriales y empresas de reciclaje. European Bioplastics sirve tanto como plataforma de contacto y catalizador
para el avance de los objetivos de la industria de biopldsticos en crecimiento.
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En la tabla 2 se resumen los principales productores de bioplasticos en el mundo.

Tabla 2. Productores de Bioplasticos

Poliester BASF (Ecoflex) Films, moldeo
Polimeros basados en almidon Novamont (MaterBi) Films, moldeo, extrusion

Rodenburg (Solanyl)

Plantic Technologies

Bioplast (Biotec)

Biop

Polihidroxialcanoatos (PHAs) Kaneka Moldeo, films
Metabolix
Telles
PHB Industrial

Acido polilactico (PLA) NatureWorks PLA Films, moldeo

Pyramid Bioplastics

Synbra Technologies

Derivados de celulosa Innovia Films (NatureFlex) Films, moldeo, inyeccidon

FKuR
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1. INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) poseen propiedades fisicoquimicas muy similares a los
polimeros petroquimicos. Los PHAs son termoplasticos, como el polipropileno y polietileno,
ademads poseen propiedades antioxidantes, dpticas, piezoeléctricas, pero sus propiedades mas
importante es que son biodegradables y biocompatibles.

Su estructura y por ende sus propiedades varian ampliamente y son funcién de: el
microorgranismo productor, las condiciones ambientales de la biosintesis y especialmente la
fuente de carbono.

La propiedad termoplastica de los PHAs esta dada por la estructura lineal de la molécula,
siendo una propiedad de alto valor comercial. Los PHAs pueden ser procesados mediante
moldeo y extrusién y su formulacion requiere de aditivos como ser, estabilizantes,
plastificantes, etc.

El Polihidroxibutirato, el PHA mads estudiado y caracterizado, posee propiedades mecanicas
similares al polipropileno y poliestireno, presentando un mejor desempefio como barrera al
pasaje de oxigeno y luz UV; es resistente al agua, al calor y la permeabilidad al vapor de agua
es tres veces menor que el polipropileno.

Los PHAs se pueden utilizar en films flexibles de variados espesores, incluyendo membranas
semipermeables, filamentos, fibras, materiales para envases, gels y adhesivos.

Dada la similitud de propiedades que presentan los PHA’s con los polimeros sintéticos
comerciales son aptos para numerosas aplicaciones industriales como ser agricultura,
utensilios higiénicos descartables, envases de cosméticos. A su vez, como son resistentes al
aguay a la radiacion ultravioleta y presentan muy baja permeabilidad al oxigeno y la humedad,
son especialmente apropiados como envases para alimentos. Su interés reciente para
aplicaciones médicas surge en respuesta a los requerimientos emergentes del campo de la
ingenieria tisular donde un amplio rango de polimeros bioabsorbibles estan siendo analizados
para utilizarlos como soporte tisular. De hecho en los ultimos afios, los PHA’s se han
convertido en una de las principales clases de biopolimeros bajo investigacion para el
desarrollo de productos cardiovasculares y ortopédicos, pues ofrecen propiedades que no son
reproducibles en los polimeros sintéticos existentes en el mercado (Williams, y otros 1999).

El principal impedimento de la introduccidn en el mercado de estos biopolimeros es su costo
comparado con sus contrapartes petroquimicas. El interés creciente en la utilizacién de
biopolimeros por su implicancia ambiental; y la posibilidad de mejorar sus costos mediante el
aumento en la eficiencia de produccién, los establece como materiales prometedores (Volova
2004).
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2. HISTORIA DE LOS POLIHIDROXIALCANOATOS

En la década del 20, M. Lemoigne descubre el primer PHA al observar que una cepa de Bacillus
megaterium producia acumulos de poli-3-hidroxibutirato (Pareja s.f.).

En 1960 la empresa britanica Imperial Chemical Industries Ltd. (ICl) comienza el desarrollo
industrial de PHA (Biomer 2011).

En 1962 se concede la primera patente para los PHA (Pareja s.f.).

En los ‘70, muchas compainiias inician programas de 1&D, como consecuencia de la primera
crisis del crudo, estudiando la aplicabilidad de materiales renovables en la produccién de
plasticos. Al final de la crisis la mayoria de estas empresas detienen tales proyectos. Siendo ICl,
PCD Polymer (Petrochemia Danubia) y Linz en Austria (ahora Borealis) las compafiias que
contintan desarrollando el PHB (Biomer 2011). El concepto de plasticos renovables desaparece
de la percepcion publica hasta que la presidn contra los rellenos sanitarios y la incineracién se
vuelve opresiva. Es entonces que se recuerda que los bioplasticos son por naturaleza
reciclables y biodegradables (Biomer 2011).

En 1975, ICl produce PHA para comercializarlo como botellas, bajo la marca Biopol™. Se trata
de un copolimero compuesto por una mezcla de PHB (un homopolimero quebradizo) con
polihidroxivalerato (PHV, un copolimero no quebradizo) para crear el producto final poli-p3-
hidroxibutirato-co-poli-B-hidroxivalerato (PHBV) (Pareja s.f.). La bacteria utilizada en la
produccién de Biopol acumula PHB solo al final de la fase de crecimiento (Biomer 2011).

Entre los afos 1982-88 Chemie Linz y PCD inician un proyecto sobre PHB. PCD introduce una
nueva cepa bacteriana que produce PHB durante la etapa de crecimiento de la bacteria, y un
proceso de extracciéon con solventes que soluciona el problema de las impurezas. El PHB asi
obtenido puede considerarse tan estable térmicamente como los polimeros sintéticos (Biomer
2011).

A finales de los ‘80, ICI comercializa Biopol™ a escala limitada en Europa, principalmente en
Alemania. Este se puede procesar mediante moldeado por extrusién, calandrado, inyeccion y
soplado-extrusion. Este producto tiene caracteristicas similares al polietileno y polipropileno
en flexibilidad y dureza. En 1988 se publica el primer trabajo sobre la expresién de los genes
biosintéticos de PHB de Alcaligenes eutrophus en Escherichia coli (Page 1995).

En el mismo afio, comienza la produccién a escala piloto en Brasil del homopolimero P(3HB) y
el copolimero P(3HB-co-3HV) utilizando como fuente de carbono residuos del procesamiento
de la cafa de azucar. Dicho proceso es desarrollado por Copersucar en conjunto con el
Instituto Tecnoldgico de San Pablo y el Instituto Biomédico de la Universidad de San Pablo
(Nonato, Mantelatto y Rossell, Integrated production of biodegradable plastic, sugar and
ethanol 2001).

Al principio de los ‘90, el Instituto de Industria Bioldgica del Ministerio de Comercio e Industria
Internacional (Japdn) desarrolla mezclas de PHB y policaprolactona (PCL). Las mezclas pueden
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ser procesadas con equipos convencionales, y la relacion entre los dos polimeros determina la
velocidad de degradacion.

Mientras tanto, en Corea se anuncia el desarrollo de PHB. El PHB y sus copolimeros fueron los
primeros polimeros biodegradables introducidos en Corea. La empresa Kohap Ltda. anuncia el
desarrollo de PHB y mas tarde construye una planta piloto. La compafiia fomenta la publicidad
de los plasticos biodegradables. En 1991 se anuncia la compra de patentes para producir PHA,
para mejorar las propiedades del PHB y evitar posibles conflictos de patentes con ICI, U.K (Y. H.
Kim 2001).

En el mismo periodo, la produccién estimada de PHBV de ICl era de alrededor de 25 ton/afio, y
Wella (una compaiiia Alemana), la emplea en botellas de shampoo con la marca SANARA. El
precio del PHBV es de USS 16/Kg; mientras que el polipropileno se vende a USS 1/Kg (Lee,
Review Bacterial polyhydroxyalkanoates 1996).

A pesar de que la relacién de precios es desfavorable para el PHBV, ICl anuncia la expansion de
su capacidad a 300 ton/afio, con planes para la instalacion de una planta con una capacidad de
10.000 ton/afio en los proximos 3 a 5 afios. Se espera que el precio disminuya un 50% cuando
se amplie a la capacidad proyectada.

En 1991, PCD Polymer produce a escala piloto 2 ton/afio de PHB (Biomer 2011).

En 1992, ICl comercializa en Norteamérica botellas moldeadas por soplado y por inyeccién. El
mercado potencial estimado para los plasticos biodegradables es de alrededor de 1,5 millones
de toneladas por afo, siendo esta demanda impulsada por la legislacion y por grupos
ambientalistas en un intento de proteger la fauna y reducir los residuos pldsticos. Los primeros
polimeros degradables que entran al mercado son los fotodegradables y las combinaciones de
almiddn-polietileno, pero su desempefio no es satisfactorio (Page 1995).

En el mismo afio se funda la empresa Metabolix (Cambridge, Mass) la cual se enfoca en el
desarrollo de cepas microbianas capaces de producir una amplia variedad de PHA, incluyendo
copolimeros, a través de fermentacién bacteriana con mucha mas eficiencia que las cepas
salvajes. Actualmente investiga sobre la produccion de PHA en plantas transgénicas (Metabolix
2010).

En los siguientes afios, ICl deja el campo de los biopolimeros, transfiriendo el Biopol™ a su filial
Zeneca, produciendo alrededor de 500 ton/afio.

En 1993-94, el Dr. Hanggi (Biomer) compra la cepa bacteriana y la patente de PCD (Biomer
2011).

En 1994-95 se comercializa PHB bajo el nombre comercial de Biomer y se registra su logo
mundialmente. Comercializa tres polimeros basados en PHB con diferentes propiedades:
Biomer® P209 similar al polipropileno (PP), Biomer® P240 similar al polietileno de baja
densidad (PEBD) y Biomer® P226 similar al polietileno de alta densidad (PEAD). Biomer se
enfoca en transformar el biopoliéster en un bioplastico mediante el “mezclado” de PHB con
plastificantes, agentes nucleantes y otros aditivos para el procesamiento. Todos los aditivos
son seleccionados para no poner en peligro la biodegradabilidad bajo ninguna circunstancia.

16



Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias
Capitulo 2 Polihidroxialcanoatos

Biomer desarrolla formulaciones que tienen propiedades mecdnicas idénticas a las de PP y
PEAD, pero que ademads son completamente biodegradables (Biomer 2011).

Entre los afios 1992-96 en Corea, se realiza un proyecto de investigacidon nacional de polimeros
biodegradables, el cual es financiado por el Ministerio de Ciencia y Tecnologia (MOST) en
conjunto con varias industrias y organizaciones de investigacién. Se trabaja sobre la
produccién de polimeros derivados del almiddn, acido polilactico (PLA), PHB, y en métodos de
testeo de biodegradabilidad (Y. H. Kim 2001).

En 1996, el Biopol™ se vende a Monsanto Co. (St. Louis, Mo.), la cual continua comercializando
el PHBV bajo el mismo nombre. Ademas de usar bacterias, Monsanto investiga la produccion
de PHBV en plantas modificadas genéticamente, como soja y canola (Schlechter 2001).

El mercado sigue siendo limitado por el alto precio del PHB comparado a otros materiales.
Alrededor de esta época Monsanto anuncia que abandonara la investigacién, desarrollo y
produccién del Biopol™ a finales de 1998 (Metabolix 2010).

En 1999, Consolidated Ecoprogress Technology anuncié en conjunto con Johnson & Johnson, el
comienzo de la etapa de investigacion y desarrollo de pafales y toallas higiénicas para
incontinencia biodegradables (Schlechter 2001).

En el afio 2000, Brasil patenta la produccion y extraccion de PHA (P19103116 y PI9302312)
(Nonato, Mantelatto y Rossell, Integrated production of biodegradable plastic, sugar and
ethanol 2001).

A fines de 2001, Procter & Gamble (P&G) finaliza un acuerdo con Kaneka Corp. (Japén) que
llevara a la comercializacion del poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBH). PHBH
serd el primer PHA de la familia de polimeros Nodax, con propiedades similares al PEBD de
grado estandar. Por otra parte, el copolimero de butirato/ octanoato y el terpolimero
butirato/hexanoato/decanoato tienen propiedades similares a LLDPE y PET de alto grado.
Pueden ser moldeados o convertidos en films, fibras, tela no tejida, articulos modelados por
inyeccion y soplado.

Actualmente Kaneka se encuentra desarrollando un proceso de manufactura para PHBH para
producir cantidades significativas del polimero. P&G proyecta una capacidad de produccion de
50.000 ton/afio para satisfacer la demanda inicial. En Corea varias industrias e institutos estan
estudiando la produccion de PHB/PHA. Las actividades del departamento de I&D de Biomer se
enfocan en fibras naturales compuestas y en films con barrera de oxigeno para empaque de
alimentos (Biomer 2011). Tepha en conjunto con Metabolix desarrollan aplicaciones médicas y
nuevos heteropolimeros con cadenas laterales mas largas (PHA’s) o cadenas con uniones no
estandares (PHB/4HB) para dispositivos flexibles (Biomer 2011).

Entre de los Institutos que se encuentran desarrollando nuevos materiales y aplicaciones para
los PHAs se pueden mencionar: Institute of Chemistry and Chemical Technology SB RAS
(Rusia), Siberian Technologycal Institute (Rusia), The Reaserch Institute of Transplantology and
Artificial Organs of the RF Ministry Health (Rusia), Institute of Microbiology at Munster
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University (Alemania), Laboratory of Membrane Techonolgy at Strathclyde University (Reino
Unido) (Volova 2004) (Irigoyen, Herrera y Vallone 2005).

3. DIVERSIDAD DE POLIHIDROXIALCANOATOS

En la naturaleza, algunos microorganismos procariotas responden a incrementos de nutrientes
en su ambiente, acumulando nutrientes esenciales para su sobrevivencia durante largos
periodos de escasez. Los polihidroxialcanoatos (PHA’s) constituyen uno de los compuestos
acumulados que se producen intracelularmente. La fuente de carbono asimilada es convertida
en hidroxialcanoato, compuesto que finalmente es polimerizado en PHA’s de alto peso
molecular y es almacenado como granulos insolubles al agua en el citoplasma (Loo y Sudesh
2007).

Dependiendo del microorganismo y de las condiciones de crecimiento, los PHA pueden
consistir en unidades de 3 6 4 carbonos hasta 14 6 16 carbonos, con pesos moleculares en el
rango de 2E5 a 2E6 Da (Lee, Review Bacterial polyhydroxyalkanoates 1996).

Dada la estereoespecificidad de las enzimas microbianas las unidades monoméricas de
hidroxialcanoatos presentan todas ellas configuracion D(-) (Lee, Review Bacterial
polyhydroxyalkanoates 1996).

Entre las distintas especies de microorganismos, las inclusiones de PHA pueden variar en
numero y tamano, llegando a acumular de 8 a 13 granulos por célula con diametros de 0.2 a
0.5 um (Lee, Review Bacterial polyhydroxyalkanoates 1996).

Actualmente se conocen mas de 150 variedades de PHA’s identificados como homopolimeros
y copolimeros. La razén por la cual es posible la formacién de diversos tipos de PHA’s se debe a
la amplia variedad de sustratos especificos para la sintesis de PHA's, y las rutas metabdlicas
gue éstos activan.

La estructura general de los PHAs se resume en el siguiente esquema (Lee, Review Bacterial
polyhydroxyalkanoates 1996):

TT

CH C

o
/ \(CHZ)x \0//
oz —d Il

Figura 1. Estructura PHAs

En la Tabla 1 se muestran las unidades monoméricas de los PHA (Volova 2004).
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De acuerdo al nimero de atomos de carbono del mondmero vy el tipo de monémero base los
PHAs se pueden dividir en tres grupos (Anderson y Dawes s.f.) (Soloiman, y otros 2006) (Li,
Zhang y Qi 2007):

[ ]
de 3-5 atomos de carbono.
[}
tienen entre 6-14 atomos de carbono.
[
constituyentes.
Las dos clases mdas comunes

y comercializadas

de PHA son:

el

Homopolimeros de cadena de longitud corta (short-chain length, SCL) los cuales tienen
Homopolimeros de cadena de longitud media (medium-chain length MCL) los cuales

Copolimeros: compuestos por dos o mas tipos de hidroxidcidos como mondmeros

homopolimero

polihidroxibutirato (PHB) y el copolimero de polihidroxibutirato y polihidroxivalerato conocido
como polihidroxibutirato-valerato (PHBV). En la Figura 2 se pueden observar las estructuras
moleculares de estos biopolimeros.
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Figura 2. Estructura quimica del PHB, PHV y copolimero

De acuerdo a la estructura de cada polimero, se obtienen propiedades fisicas, quimicas y
bioldgicas diferentes, teniendo incidencia directa sobre las posibles aplicaciones de los
polimeros y su formulacién.

4. SINTESIS DE POLIHIDROXIALCANOATOS

En la Figura 3 se observan las diferentes formas de produccion de polihidroxialcanoatos.
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Figura 3. Formas de produccién de polihidroxialcanoatos

4.1. Produccion in vitro:

La produccién de PHA in vitro se realiza en un sistema libre de células, a partir de monémeros
como ser: lactonas, acidos hidroxialcandicos o el tioéster sintético 3-hidroxiacetil-CoA vy
empleando enzimas tales como lipasas, esterasas o algunas proteasas para realizar la sintesis
(Li, Zhang y Qi 2007).

Este método tiene la ventaja de no producir sub productos, como ser otros compuestos
metabdlicos, que luego tienen que ser removidos. Se pueden obtener polimeros puros y se
pueden polimerizar mondmeros especificos que no se sintetizan en forma natural. Por otro
lado las desventajas incluyen la baja estabilidad de las enzimas polimerizantes (alto costo) y la
utilizacién de sustratos relativamente costosos. Actualmente los polimeros sintetizados por
esta via se utilizan Unicamente para investigacién (Endres y Sieberts-Raths 2011).

4.2. Produccion in vivo

La produccién de PHA in vivo se puede dar de dos formas: por fermentacion de sustratos a
través de microorganismos y a través de plantas modificadas genéticamente. (Naranjo Vasco
2010).

4.2.1. Produccién por fermentacion

Para la produccidn por via fermentativa se utilizan microorganismos ya sean especies nativas,
0 microorganismos que han sido modificados genéticamente con el objetivo de inducir las
rutas metabodlicas de produccion de PHA en aquellos que originalmente no lo hacian o para
mejorar rendimientos en la produccidn y separacion del PHA en aquellos que ya poseen esas
rutas metabdlicas. Existen mas de 300 especies de microorganismo nativos reportados capaces
de producir PHA, pero solo unos pocos lo hacen con un rendimiento importante para
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aplicaciones industriales. Los microorganismos sintetizan PHA a partir de diferentes sustratos y
los almacenan en su citoplasma como reserva de fuente de carbono y energia. La producciony
acumulacién en microorganismos, ocurre cuando la célula es expuesta a condiciones de estrés
nutricional en presencia de un exceso de fuente de carbono y una restriccidn de otro nutriente
como ser nitrégeno, fésforo u oxigeno (Lee, Plastic bacteria: Progress and prospects for
polyhydroxyalkanoate production in bacteria 1996). Estos biopolimeros se depositan
intracelularmente en formas de cuerpos de inclusidn y pueden llegar a representar mas del
90% del peso seco celular (Endres y Sieberts-Raths 2011) (Steinbuchel y Fuchtenbusch 1998).

4.2.2. Produccidn en plantas modificadas genéticamente:

Se han desarrollado tecnologias de produccién de PHA por medio de tejidos vegetales en
plantaciones genéticamente modificadas, la acumulacion de PHA se da tanto en semillas como
en las hojas, las cuales a través de la fotosintesis utilizan el diéxido de carbono y agua como
materia prima para la produccion de PHA (Li, Zhang y Qi 2007) (Naranjo Vasco 2010) En la
Tabla 2 se resumen las plantas utilizadas, localizacion de la acumulacién y porcentaje de
acumulacidén en peso seco.
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Tabla 2. Produccién de PHAs en plantas modificadas genéticamente

PHB Hojas 0.18
PHB Hojas 5.8-40
PHBV Hojas 0.07-1.6
PHA 1oL Planta e,ntera sin 0.14-0.18
raices
PHB Semillas 7.7
PHBV Semillas 0.7-2.3
PHB Semillas 19.9
PHB Tallo 0.005
PHB Hojas No cuantificado
PHB Mesocarpio No cuantificado
PHBV Hojas No cuantificado
PHB Hojas 3.69
PHB Hojas 0.009
PHA va Hojas 0.00026
PHB Raiz 5.5
PHB Hojas 0.0002-0.32

Fuente: (Somleva, Peoples y Snell 2013)

5. BIOSINTESIS DE POLIHIDROXIALCANOATOS EN MICROORGANISMOS

Hasta la fecha se han encontrado diversas rutas para la sintesis de PHB. La mas conocida y
estudiada se muestra en la Figura 4. Ruta metabdlica de produccion y degradacion de PHB en
Rasltonia eutropha (Graz 2011).
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Figura 4. Ruta metabdlica de produccion y degradacion de PHB en Rasltonia eutropha (Graz 2011).
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La ruta metabdlica de la sintesis de PHB en Ralstonia eutropha consta de las siguientes etapas
(Sudesh, Abe y Doi 2000):

e La PB-ketotiolasa lleva a cabo la condensacién de 2 moléculas de Acetil-CoA, en
Acetoacetil-CoA.

e Luego la Acetoacetil-CoA reductasa con la oxidacion de una molécula de NADPH,
reduce el Acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA.

e Por ultimo la PHB-sintetasa lleva a cabo una reaccién de polimerizacidon en cadena a
partir de unidades de 3-hidroxibutiril-CoA formando las moléculas de PHB.

Cuando en el medio de cultivo se agota la fuente de carbono y no existe limitacion de
nitrégeno o fésforo, se da la ruta degradativa. El PHB liberado de los granulos se degrada por
la PHB-depolimerasa en unidades de 4cido 3-hidroxibutirico que se oxida a acetoacetato y se
convierte en acetoacetil-CoA. (Sudesh, Abe y Doi 2000). Este ingresa al metabolismo celular
bajo la forma de acetil-CoA, sirviendo como nutriente para la bacteria.

Se pueden distinguir tres clases de PHA sintetasa de acuerdo con las especificaciones del
sustrato utilizado (fuente de carbono) y las estructuras primarias de la enzima. La primera
clase de PHA sintetasa es la representada por la PHA sintetasa de Ralstonia eutropha, y se
caracteriza por tener como sustrato mondmeros de hidroxiacidos de cadena corta (SCL). La
segunda clase de PHA sintetasa ha sido detectada en Pseudomona oloevorans . Esta enzima
incorpora hidroxiacidos de cadena de longitud media (MCL). La tercera clase se caracteriza
porque tiene dos subunidades designadas como subunidad C (40kDa) y subunidad E (40kDa)
mientras que los dos primeros tipos de PHA sintetasa tienen una sola subunidad con 60-70 kDa
de masa. Aunque no se tienen muy bien definidos los sustratos con los que trabaja esta
enzima, se ha observado preferencia por los SCL. Esta enzima ha sido identificada en los
siguientes microorganismos: Chromatium vinosum, Thiocystis violacea, Thiocapsa pfennigii y
en el Synechocystis sp. PCC 6803. (Sudesh, Abe y Doi 2000) (Naranjo Vasco 2010).

5.1. Enzimas clave en la sintesis de PHAsSe ha demostrado que las rutas para la
sintesis de polimeros hidroxibutiricos son muy similares en diferentes microorganismos
(Alcaligenes, Azotobacter, etc).
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Figura 5. Genes y enzimas involucradas en la sintesis de PHAs
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Las condiciones bajo las cuales se detiene la sintesis de proteinas y las células comienzan a
sintetizar y acumular P(3HB) estan determinadas por el estado redox del citoplasma y la
concentracion intracelular de piruvato y CoA disponible (Oeding y Schelegel 1973). Durante el
crecimiento balanceado, el piruvato y equivalentes reductores (NADH y NADPH) son utilizados
en el ciclo de Krebs para formar aminodcidos y generar energia en la célula. Si el nivel de CoA
se mantiene alto, no se produce la sintesis de P(3HB). En crecimiento desbalanceado, con
exceso de fuente de carbono y limitacidon de algin nutriente (fuente de nitrégeno, fésforo u
oxigeno), el acetil CoA no entra en el ciclo de Krebs y es transformado en acetoacetil CoA. Si el
nivel de CoA es bajo, se generan condiciones favorables para la activacién de las enzimas
involucradas en la sintesis de P(3HB) (Volova 2004).

La enzimas claves en la sintesis de PHAs son 3: ketiolasa, acetilCoA reductasa y PHA sintasa que
son codificadas por los genes phbA, phbB y phbC respectivamente (Steinbuchel vy
Fuchtenbusch 1998)) (Figura 5). La sintesis de PHAs puede ser regulada a diferentes niveles: a
nivel de la expresion de los genes con factores ambientales especificos (deficiencia de
nutrientes) o a nivel de regulacién de la actividad de las enzimas involucradas mediante
componentes celulares, sustratos o inhibidores.

Los primeros trabajos realizados, que estudian a los mecanismos de produccion, indican que la
regulacién de la sintesis de PHAs en R. eutropha es realizada por metabolitos a nivel
enzimatico y el factor intracelular mas importante, es la concentracién disponible de CoA, que
inhibe la enzima ketiolasa en Alcaligenes eutrophus, Azotobacter y Zoogloea ramigera (Volova
2004).

En una segunda etapa en la sintesis de PHAs, los productos de la reaccién con ketiolasa son
reducidos a hidroxidcidos. Esta reaccidn es catalizada por la enzima acetoacetilCoA reductasa.
El factor critico que determina la actividad de la enzima es la relacion NADPH/NADP. Cuando
este cociente es alto, la actividad de la enzima aumenta. Se ha determinado que la velocidad
de la sintesis de polimero en R. eutropha, creciendo en diferentes sustratos, es
estrictamente dependiente de la concentracion de NADPH en la célula.

La tercera enzima, que determina el tipo de PHA, es la PHA sintasa. Hasta la fecha se han
encontrado mas de 50 genes estructurales de la PHA sintasa. Esta enzima es responsable de
una de las propiedades mas importantes, el peso molecular de los PHAs.

La PHA sintasa también es responsable de la formacion de los granulos. Una vez que la sintesis
del polimero ha comenzado, la forma soluble de la enzima convierte el monédmero CoA en un
oligdmero para formar una micela con la enzima localizada en la superficie. Las partes
hidrofdbicas de la cadena polimérica, se localizan dentro de la micela, separado del
citoplasma. La cadena de polimero se extiende y el granulo es formado. El tamafio y nimero
de granulos dependen de la concentracion de PHA sintasa en la célula.

El numero de granulos en una célula varia entre 2-4 a 12 y su diametro de 100 a 800 um. Los
granulos se encuentran cubiertos por una membrana compuesta por fosfolipidos y proteinas
de 2-4 um de espesor. EL polimero constituye un 98 % del granulo (Volova 2004) (Figura 6).
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Figura 6. Granulo de PHA

6. MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE PHA

Dentro de los mas de 300 microorganismos conocidos acumuladores de PHA, solo algunos han
sido empleados para su produccion (Tabla 3) (Lee, Lee y Wang, Chiral compounds from
bacterial polyesters: sugars to plastics to fine chemicals 1999). Estos incluyen: Ralstonia
eutropha (Alcaligenes eutrophus), Alcaligenes latus, Azotobacter vinrlandii, Pseudomonas
oleovorans y varias cepas de bacterias Metilotrofas y E. coli recombinante (Braunegg, Lefebvre
y Genzer 1998) (Lee, Plastic bacteria: Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate
production in bacteria 1996) (Lee, Review Bacterial polyhydroxyalkanoates 1996) (Volova
2004) (Tabla 3).
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Tabla 3. Microorganismos productores de PHAs

Bacteria PHA Fuente de X (g/L) PHA % PHA QP (g/Lh)
Carbono (g/L)
Alcaligenes P(3HB) Glucosa 164.0 121.0 76.0 2.42
eutrophus
Alcaligenes P(3HB) CO,+H, 91.3 61.9 67.8 1.55
eutrophus
Alcaligenes P(3HB) Hidrolizado 106.0 61.9 57.5 1.03
eutrophus de tapioca
Alcaligenes P(3HB-co-  Glucosay 158.0 117.0 74.0 2.55
eutrophus 3HV) acido
propidnico
Alcaligenes latus P(3HB) Sacarosa 143.0 71.4 50.0 3.97
Alcaligenes latus P(3HB) Sacarosa - 16.2 50.0 2.6
Azotobacter P(3HB) Glucosa 40.1 32.0 79.8 0.68
vinelandii
Methylobacterium P(3HB) Metanol 250.0 130.0 52.0 1.86
organophilum
Chromobacterium P(3HV) Acido 39.5 24.5 62.0 -
violaceum valérico
Protomonas P(3HB) Metanol 233.0 149.0 64.0 0.88
extorquens
Pseudomonas P(3HHXx- n-octano 11.6 2.9 25.0 0.58
oleovorans co-3HO)
Pseudomonas P(3HHXx- n-ocatno 37.1 12.1 33.0 0.32
oleovorans co-3HO
E. coli P(3HB) glucosa 101.4 81.2 80.1 -
recombinante
Klebsiella P(3HB) almidon 37.0 24.0 65.0 -
aerogenes
recombinante

7. SUSTRATOS PARA PRODUCCION MICROBIANA DE PHA

Se conoce que, para la mayoria de los microorganismos, la produccién de PHA esta ligada a la
escasez de nitrégeno o algun otro nutriente en relaciéon a una abundante fuente de carbono,
generalmente mono- y disacdridos o acidos grasos (Verlinden, y otros 2007); (Kadouri,
Jurkevitch y Okon 2005); (Patnaik 2005); (Trotsenko y Belova 2000)). Una de las areas de
oportunidad para mejorar el proceso global se centra en encontrar fuentes de carbono
econdmicas, provenientes muchas veces de material considerado como desecho o como
subproducto abundante que ofrece por si mismo poco valor agregado. El uso de material de
desecho para producir PHA se ha estudiado de manera particular en varios trabajos (Cho, y
otros 2001), en el que utilizan agua desechada de la crianza de cerdos en la produccién de PHA
por Azotobacter vinelandii ATCC 53799. El agua desechada utilizada como fuente de carbono
es rica en acetato, propionato y butirato. Al diluir el agua a la mitad, Azotobacter vinelandii
logré producir y almacenar PHA hasta un 34 % (peso — peso) y la adicidn de 20 g/L de glucosa
elevo este porcentaje hasta 63 % (Cho, y otros 2001). Estos investigadores reportaron que la
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cantidad de nitrégeno en el agua de desecho sobrepasa la relacion éptima de C:N y sugieren
como correccion la adicién de compuestos ricos en carbono para desequilibrar la relacion
entre nutrientes (en este caso la adicion de glucosa).

7.1. Melazas

La melaza es un producto liquido espeso derivado de materiales ricos en azlcares como la
cafia de azucar y la remolacha azucarera, y en algunos casos de materiales amildceos como la
soya (Naranjo Vasco 2010). El efecto de la concentracién de miel de cafia en la produccién de
PHB fue estudiado en Alcaligenes eutrophus DSM 545 (Beaulieu, y otros 1995). En el estudio se
demostré que la produccion de PHB fue alta cuando se ensayaron concentraciones de miel en
el medio entre 0.1-0.3 g/L. Sin embargo, los rendimientos en biomasa (39-48%) y en
produccién de PHB (17-26%) variaron significativamente dependiendo de la fuente de
nitrégeno empleada y de la concentracidon de miel en el medio de cultivo. El mayor acumulado
de PHB con relacién al peso seco celular fue superior cuando el medio se suplementd con
mieles de cafia al 0.1% (p/v). Ademas reportaron efecto inhibitorio en el crecimiento cuando
usaron mieles de cafia al 0.5% (p/v). Una evaluacidn similar se realizé en Bacillus megaterium
(Gouda 2001). Se ensayaron concentraciones de miel de cafia entre 1-5% (p/v) y se estimo el
crecimiento y la produccidn de PHB y de otros PHAs después de 48 horas de fermentacion. El
mayor crecimiento lo obtuvieron cuando utilizaron mieles de cafia de azlcar al 3% (p/v). Se
observd un efecto inhibitorio en el crecimiento del microorganismo cuando utilizaron la miel al
5% (p/v). El maximo rendimiento en la produccién de PHB (46,5 %) con respecto al peso seco
celular lo obtuvieron cuando el medio se suplementdé con miel de cafia al 2% (p/v).
Concentraciones superiores produjeron un efecto inhibitorio en la produccién de PHB. Se
evalud la produccién de PHB utilizando la cepa de Bacillus sp. JMa 5, en cultivos discontinuos
con un contenido de 210 g/L de miel de cafia, la densidad celular alcanzé los 30 g/L después de
8 h de cultivo (Wu, y otros 2001). La cepa acumuld entre 25 - 35% de PHB con relacién al peso
seco celular. Ademas la produccién de PHB estuvo asociada al crecimiento. Se han reportado
estudios, utilizando mieles de remolacha estudiaron el efecto de la concentraciéon de miel en la
produccién de PHB en una cepa de Bacillus cereus M5 (Yilmaz y Beyatli 2005). Los autores
reportaron la maxima produccion de peso seco celular (0,440 g/L) en medios que contenian
mieles de remolacha al 4% (Bello, y otros 2009).

7.2. Suero de leche

El suero de leche es rico en lactosa, ésta puede utilizarse como fuente de carbono para la
produccién de PHAs. Sin embargo, solo unos pocos microorganismos son capaces de convertir
directamente lactosa en PHAs. La conversién de lactosa en PHAs se puede dar por tres
mecanismos diferentes: el mas simple es la conversion directa de lactosa (Hydrogenophaga
pseudoflava E. coli recombinante). El segundo mecanismo supone la hidrdlisis (quimica o
enzimatica) previa de lactosa en glucosa y galactosa, utilizdandose éstos azucares como fuente
de carbono en la sintesis de PHAs (Ralstonia eutropha). La tercera posibilidad involucra una
primera etapa de conversion anaerobia de lactosa en acido lactico, que luego es utilizado para
producir PHAs (Alcaligenes latus) (Ann, Park y Lee s.f.) (Marangoni, Furigo y Aragao 2002).
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7.3. Residuos Lignoceluldsicos

Otra posible fuente de carbono de bajo costo, es la celulosa, se puede obtener de residuos de
madera, pastos etc. La celulosa es un polimero de glucosa de alto peso molecular que no
puede ser utilizado directamente por la mayoria de las bacterias. Por lo tanto, la hidrolisis de la
celulosa en glucosa es indispensable para poder ser metabolizada para sintetizar PHAs.
Utilizando acido sulfurico para hidrolizar bagazo en glucosa y xilosa se logré producir una
acumulacion del 65 % PHB en R. eutropha (Naranjo Vasco 2010) (Volova 2004).

7.4. Glicerol

El biodiesel es producido por la transesterificacién de grasas animales o aceites vegetales con
un alcohol de cadena corta, reaccién que es catalizada ya sea por un acido o una base. El
glicerol crudo es un subproducto de esta reaccion en una relacion masica de 1/10
(glicerol/biodiesel), y esta compuesto principalmente de glicerol, acidos grasos libres,
metilésteres de acidos grasos y algunas trazas de sales. Esta composicién depende del aceite
vegetal o grasa del proceso de transesterificacion (de acuerdo al tipo de catdlisis) y la
tecnologia de separacién y purificacién del biodiesel utilizadas. La creciente industria del
biodiesel ha llevado a una sobreproduccidn de glicerol, lo que provoca una disminucion de
precio en el mercado. (Naranjo Vasco 2010)

El glicerol crudo o refinado puede ser utilizado como fuente de carbono en la produccién de
PHAs. Esta aplicacion se desarrolla en mayor profundidad en el Capitulo 3.

8. SISTEMAS DE PRODUCCION MICROBIANA DE PHA

La sintesis de PHAs ha sido y continua siendo investigada bdsicamente en cultivo discontinuo.
Este tipo de cultivo es de facil manipulacién y es muy conveniente usarlo en experimentos de
crecimiento y seleccién de microorganismos productores de PHAs (Yamane 1993). Las
bacterias empleadas para producir PHAs se pueden dividir en dos grandes grupos de acuerdo
con las condiciones de cultivo requeridas para la sintesis del polimero. El primer grupo de
bacterias requiere de limitacién en el medio de cultivo de uno de los nutrientes esenciales
como: N, P, Mg, K, Oy Sy de un exceso de la fuente de carbono para sintetizar eficientemente
los PHAs (Lee, Plastic bacteria: Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate production in
bacteria 1996). El segundo grupo de bacterias no requiere de limitacidn de nutrientes para la
sintesis de los PHAs y puede acumular el polimero durante su crecimiento. Alcaligenes
eutrophus, Protomonas extorquens, Pseudomonas oleovorans y muchas otras bacterias
pertenecen al primer grupo, mientras algunas bacterias como Alcaligenes latus, mutantes de
Azotobacter vinelandii y recombinantes de E. coli que poseen el operon para la biosintesis de
PHAs a partir de Alcaligenes eutrophus pertenecen al segundo grupo (Lee, Plastic bacteria:
Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria 1996). Tanto el cultivo
discontinuo como el continuo pueden ser utilizados para la produccion de PHAs con altas
productividades. Para el cultivo de las bacterias que pertenecen al primer grupo, el cultivo en
dos etapas es el que mas frecuentemente se emplea (Lee, Plastic bacteria: Progress and
prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria 1996). Las células son cultivadas
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hasta una concentraciéon deseada, sin limitacion de ningln nutriente esencial vy
posteriormente, un nutriente esencial se limita en el medio para inducir la acumulacién de
PHAs en la célula. Durante este estadio de limitacidon de un nutriente esencial, la concentracion
residual celular (definida como la concentracion celular menos la concentracion de PHAs) debe
permanecer casi constante y la concentracion celular se incrementa sélo por el aumento de la
concentracién intracelular de PHAs. Alcaligenes eutrophus, la bacteria mds comuinmente
empleada para la produccién comercial de Poli (3-hidroxibutirato) y Poli (3-hidroxibutirato- co-
3-hidroxivalerato), acumula una gran cantidad de polimero (hasta un 80% del peso seco)
cuando hay una limitacién total de nitrogeno y fésforo en el medio (Hrabak 1992). Este
proceso se puede implentar tanto en un cultivo discontinuo en dos etapas (primera etapa de
crecimiento y segunda de limitacion de un nutriente) o en un cultivo fedbatch con
alimentacion continua o intermitente de fuente de carbono luego de agotado un nutriente. Sin
embargo, la mayoria de las bacterias restantes que pertenecen al primer grupo de
microorganismos como Pseudomonas oleovorans (Kim, y otros 1994), acumulan mayores
niveles de PHAs cuando el nutriente esencial no se elimina completamente del medio. Para
obtener altas productividades con las bacterias del primer grupo es necesario que los medios
de cultivo sean suplementados con una relaciéon dptima entre las fuentes de carbono y los
nutrientes esenciales. Una limitacién prematura de algln nutriente esencial puede dar como
resultado una baja concentracion celular y por tanto un bajo rendimiento del polimero y una
baja productividad en el proceso. Si la limitacion de nutriente se demora en el tiempo, las
células no tendran la capacidad de acumular mucho polimero y tiene como resultado un bajo
contenido de PHA en las células y una baja productividad del proceso. Estas premisas han sido
demostradas experimentalmente en A. eutrophus con el nitrégeno como elemento limitante
en el medio de cultivo (Hrabak 1992). Cuando la carencia de nitrégeno en el medio se prolonga
hasta que se alcanza una concentracion celular de 70 g/L, la concentracién final de PHB alcanza
los 121 g/L. Sin embargo, cuando la carencia de nitrégeno se dilata en tiempo hasta alcanzar
una concentracion celular de 90 g/L, disminuyen la produccion del polimero y la productividad
del proceso (Hrabak 1992). En el segundo grupo de bacterias, la produccién de PHAs no es
dependiente de la limitacién de nutrientes esenciales en el medio de cultivo. Por esta razén se
utilizan con frecuencia fuentes de nitrégeno complejas como licor de maiz, peptona y extracto
de levadura que incrementan el crecimiento celular y al mismo tiempo la acumulacion de PHAs
(Preusting, Kingma y Witholt 1991). El crecimiento celular y la acumulacién de PHAs necesitan
estar balanceados para evitar una acumulacion incompleta del polimero en las células o una
prematura terminacién de la fermentacion a bajas concentraciones celulares. Como los PHAs
se acumulan en el citoplasma, la concentracion celular residual determina la cantidad de PHAs
que potencialmente pueden producirse. Un alto contenido de PHAs con una baja
concentracion celular residual resultard en un bajo acumulado de PHAs y en una baja
productividad del proceso. También una concentracidon celular residual alta con un bajo
contenido de PHA puede reducir la concentracion final de PHA, el rendimiento y la
productividad. Una concentracién celular residual alta con un elevado acumulado intracelular
de PHAs brindard los mejores resultados en términos de rendimiento y productividad (Lee,
Plastic bacteria: Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria
1996). Tedricamente, el cultivo continuo es mas productivo. Pseudomonas oleovorans es una
de las bacterias que mas se ha estudiado bajo estas condiciones de cultivo (Kim, y otros 1994)
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(Park, y otros 1995), fue cultivada variando la taza de dilucion en un medio que contenia
octano al 15% (v/v) con el idn amonio como nutriente limitante. Cuando se incrementé la taza
de dilucion desde 0,09 a 0,46 h*la concentracidn celular y el contenido de PHA disminuyeron
desde 2,25 g/Ly 46,7% a 1,32 g/Ly 8,3% respectivamente (Park, y otros 1995). Incrementando
la taza de transferencia de oxigeno y optimizando la estrategia de alimentacidén se puede
alcanzar una concentracion celular de 11,6 g/L y una productividad de 0,58 g/L/h. Se ha
sugerido que puede emplearse, en la mayoria de las bacterias que pertenecen al primer grupo,
un cultivo continuo en dos etapas. Para las bacterias del primer grupo, que no requieran
grandes cambios en la concentracién del nutriente limitante entre la fase de crecimiento
celular y la acumulacion del polimero, como por ejemplo en P. oleovorans, se puede utilizar un
cultivo continuo en una etapa (Kim, y otros 1994). En el caso de las bacterias del segundo
grupo puede emplearse el cultivo continuo en una etapa (Lee, Plastic bacteria: Progress and
prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria 1996). (Kim, y otros 1994)
(Preusting, Kingma y Witholt 1991)

9. RECUPERACION Y PURIFICACION

Luego de la fermentacion las células (conteniendo PHAs en su interior) son separadas del
medio de cultivo mediante centrifugacién. La ruptura celular y extraccion de PHA puede
realizarse mediante: extraccién con quimicos (soda, cloroformo, hiploclorito de sodio,
surfactantes, acetona), disrupcién mecanica (molino de bolas, homogeinizador, sonicacion),
disrupciéon enzimatica (lisozima, proteasas, lipasas).

En la purificacidn el polimero es generalmente precipitado con metanol o etanol a 4 °C.

EL método de extraccion y purificacion puede afectar o modificar algunas propiedades (fisicas,
quimicas o mecanicas) del polimero, incidiendo directamente en su aplicacion posterior (Chen,
Chen y Yang, Kinetics of PHB-containing biomass disruption in surfactant chelate aqueous
solution 2003) (Chen, Yang, y otros 2001) (Demet, y otros 2006) (Jiang, Ramsay y Bruce 2006)
(Nonato, Mantelatto y Rossell, Integrated production of biodegradable plastic, sugar and
ethanol 2001)

10. APLICACIONES

Los PHA’s son considerados de gran interés industrial, como polimeros biodegradables y
biocompatibles, para diversas areas de aplicacion. El plastico biodegradable debe
complementar al petroquimico, conquistando terrenos especificos de aplicacion donde sus
caracteristicas de pureza y biodegradabilidad sean necesarias.

A continuacidn se describen en profundidad los usos de estos plasticos.
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10.1. Industria de embalajes

El P(3HB) y P(3HB-co-3HV) son conocidos como los potenciales sustitutos de los plasticos
convencionales utilizados para embalaje.

Sin embargo, con estos poliésteres no solo pueden fabricarse envases. Pueden ser usados
ademads, como cubierta para papel en la industria del embalaje de comida. El PHA es un
material que protege el papel o cartdon, contra dafios producidos por el alimento y/o el
medioambiente. La resistencia puede lograrse por combinacién del material hidrofilico con
una ldmina del poliéster o con una suspension de latex de granulos de PHA (Volova 2004).

10.2. Aplicaciones en medicina y farmacia

El producto de la hidrélisis del P(3HB) pertenece a los cuerpos cetdnicos, los cuales son
intermediarios de la oxidacién de acidos grasos (Lehninger 1985), por lo cual no es toxico para
los tejidos animales. Se han propuesto muchas aplicaciones en el campo de la medicina y para
la industria farmacéutica. Entre las aplicaciones del PHA, pueden mencionarse cirugias
secundarias y la liberacidn a largo plazo de farmacos. Algunas aplicaciones, como el uso de
P(3HB) para hacer absorbibles algunas proétesis y suturas quirurgicas, han sido propuestas hace
mucho tiempo (Volova 2004).

Actualmente estdn siendo estudiadas otras aplicaciones en el campo de la medicina. El
mondmero (3HB) es un mejor nutriente que la glucosa y se puede aplicar por via intravenosa
durante una cirugia.

Debido a su biodegradabilidad, los PHA pueden utilizarse como matriz para la preparacion de
materiales de liberacién controlada. Materiales preparados con P(3HB) conteniendo la
hormona Buserelin, fue exitosamente aplicada en el control de la ovulacién de hembras de
mono También se han utilizado y testeado tabletas y capsulas conteniendo cytostaticum
aclarubicin para el tratamiento del cancer de préstata. El uso del PHA como material para
liberacion controlada de compuestos depende de su biodegradabilidad y la biocompatibilidad
del poliéster. Esto ha sido estudiado con detalle solamente con el P (3HB) y con el P(3HB-co-
3HV). (Volova 2004)

10.3. Aplicaciones en la agricultura

Se han considerado muchas aplicaciones de los PHA’s en la agricultura, como ser cafios de
irrigacion zafrales y materiales para la liberacién controlada de pesticidas, herbicidas o
fertilizantes. Estas aplicaciones pueden ser muy interesantes, ya que no se requiere una alta
pureza del material, como en el caso de la medicina o el embalaje de alimentos.

10.4. Otras aplicaciones

Ademas de las aplicaciones en la industria de los embalajes, agricultura, medicina y farmacia,
otras aplicaciones estan siendo investigadas. Estas aplicaciones van desde los accesorios para
la industria alimenticia, industria del tabaco, tratamiento municipal de aguas, xerografia,
horticultura, etc . Biopol ha fabricado redes de pesca, las cuales, si se pierden accidentalmente

33



Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias
Capitulo 2 Polihidroxialcanoatos

en el océano, se hunden y son finalmente biodegradadas, minimizando los efectos sobre la
vida marina.

El PHA puede ser una importante materia prima para la industria quimica para sintetizar
enantidmeros puros, ya que muchos de los poliésteres consisten en bloques quirales. (Volova
2004)

11.MERCADO DE PHA

El mercado de PHAs esta emergiendo con un crecimiento positivo debido principalmente a la
conciencia de proteccion ambiental. El consumo global de PHAs en el 2012 fue de 5500 MT
(toneladas métricas).

Se estima que el mercado crezca en 10.000 MT en 2013 a 34.000 MT en 2018. Europa es el
continente con mayor consumo (46.68 %). América del Norte y Asia se presentan como los
mayores productores por su alta tasa de inversién en 1+D y disponibilidad de materias primas
(Figura 7).

Dentro de las principales aplicaciones actualmente se encuentran (Figura 7): embalajes
(31.8%), servicios para alimentos (29.20 %) y aplicaciones médicas (20.67 %). Los factores que
impulsan el crecimiento del consumo son: regulaciones gubernamentales hacia politicas
protectoras del medio ambiente y la vasta disponibilidad de materias primas.
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Figura 7. Consumo de PHA por aplicaciones y region
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1. INTRODUCCION

El biodiesel es una de las opciones de energia renovable que ha tenido una rapida
implementacion en el Uruguay. La produccion de biodiesel por transesterificacion de aceites
vegetales y animales, genera inevitablemente aproximadamente 1 kg de glicerina por cada 10
kg de biodiesel. La composicion de la glicerina varia dependiendo de las condiciones de
procesamiento y consiste principalmente en glicerol, metanol, restos de grasas o aceites,
esteres, biodiesel, compuestos sulfurados, proteinas, y minerales (Thompson y He 2006). El
crecimiento de la industria del biodiesel a nivel mundial ha generado una sobreproduccién de
glicerina, con la consiguiente baja de su precio, lo que ha llevado a que este producto sea
considerado como un desperdicio. El bajo precio de la glicerina, no solo se debe al mayor
volumen de produccién, sino a su alto nivel de impurezas. Se cree que el refinado de la
glicerina para llegar a un producto de alta pureza es muy costoso y consume mucha energia,
por lo que es urgente incursionar en usos innovadores de la glicerina lo que hard a la
produccién de biodiesel mas rentable y sustentable (Tang, y otros 2009).

Dado que el precio actual del glicerol crudo se ha vuelto muy competitivo con los azucares
usados para la produccién de quimicos y combustibles, la via de fermentacidn microbiana es
una opcidn para su aprovechamiento que esta siendo re-evaluada (Tang, y otros 2009). Este es
el caso de la produccidon de polimeros biodegradables polihidroxialcanoatos, en el cual el
medio de fermentacidn se estima representa un 40% de los costos globales, por lo que el uso
de un subproducto como la glicerina beneficiaria el balance econémico del mismo (Ashyby,
Solomain y Foglia 2004) (Soloiman, y otros 2006) (Cavalheiro, y otros 2009). El glicerol
subproducto del biodiesel contiene dos fuentes de carbono potencialmente utilizables: glicerol
y metanol. Ademas los residuos de acidos grasos pueden ser utilizados como inductores de la
produccion de PHAs.

Como ya ha sido reportado es posible utilizar el proceso como alternativa para la valorizacion
de la glicerina (Biodiesel Technotes 2006), obteniendo mas de 80% de peso seco de la célula
como plastico biodegradable (Braunegg, Lefebvre y Genser 1998). Mediante este proceso es
posible integrar la generacidon de energia con la produccién de bioplasticos de alto valor
agregado a partir de un subproducto de dificil disposicion (Kettl, y otros 2011).

2. GLICEROL SUBPRODUCTO DE BIODIESEL

EL Biodiesel se produce a partir de aceites vegetales y grasas animales mediante una
transesterificacion con etanol o metanol y catalizado por NaOH o KOH, el glicerol representa
aproximadamente un 10 % v/v del éster. (Figura 1)
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Figura 1. Reaccion de produccion de biodiesel
La composicién del glicerol crudo varia, dependiendo de la materia prima utilizada para
generar el biodiesel y tipo de proceso de produccién utilizado. La mayoria de los procesos de
produccién de biodiesel utilizan una relacion molar de 6 a 1 alcohol:aceite, que representa un
exceso del 100 %. Un gran porcentaje del exceso de alcohol permanece en la fase glicerol
luego de la reaccién. Los grandes productores de biodiesel refinan el glicerol crudo, no asi los
pequefios productores (Thompson y He 2006)
Segun Brown (2005), para instalar un sistema de recuperacion de metanol rentable, la planta
debe producir al menos 83774.9 kg de glicerol refinado y 4909.8 litros de metanol, con un
costo asociado de (77736 USD) (operacién y mantenimiento anual).
En la Tabla 1 figuran diferentes composiciones del glicerol crudo (Thompson y He 2006).
Tabla 1. Composicion del glicerol crudo en funcién del sustrato
Feedstock IdaGold PacGold Rapeseed Canola Soy Crambe WVO
Biodiesel layer
Fuel (2) 9818023 9509+040 9939+046 9025+009 8958+006 10076057 81.81+063
MeOH (g) 4724031 4854024 4543025  463£017  457+007 317072 386%112
Sub—total 10294031 9994017 1039+032 949+008  942+012 10392019 857%119
Glycerol layer
GlyceroltMeOH+Cat (g) 13614019 1327+040 1523+020 1594%027 1616+047 1758%107 2526+062
Glycerol (2) 856+035 835+0.16 1001+006 1080+026 1096+048 1098+040 1935+082
Glycerol concen. (Y%wt) 620+£230  629+065 657119 678+102 678%112 625+216 766411
Calculations
Mass balance (%) +071£018 +083+048 +029%036 —001£025 —029+044 —007x074 -086%076
Glycerol yield [2] (2/100g) 882£022  881+005 1008+007 1193£022 12254025 1094+023 21.74+125
Glycerol yield[®] (g/mol) 815+329  834+162 9761054 1053+254 1069+471 107.0+387 18851798
MeOH partition coeff[¢] 1124223 1054099  104+133  845£070 889+053  178%410 879%540
Fuel yield (g/100g )[d] 10114000 1003+£000 10014000 997+000 1001000 1004%001  91.9%0.00

[2] Grams of crude glycerol yielded per 100 g of oil input (g/100g).
[b] Grams of crude glycerol yielded per mol of oil input (g/mol).

[c] The partition coefficient of methanol between crude glycerol and fuel layer is calculated as MEOH concentration in fuel (g/g fuel):MEOH

concentration m glycerol (g/'g glycerol) excluding catalyst NaOCHj3.
[9] Grams of fuel yielded per 100 g of oil input (g/100g).

El glicerol crudo en este estudio contiene entre un 23.4 a 37.5 % de metanol.
2.1. Situacion en Uruguay

El mayor productor de biodiesel en Uruguay es ALUR, produce unas 16.000 Toneladas/afio de
biodiesel que son suministradas a ANCAP, permitiendo una mezcla del 2% con el gasoil que se
comercializa en el pais.
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Al afo 2012, se produjeron 20 millones de litros de biodiesel. Actualmente la composicion del
biodiesel es un 60 % de origen vacuno y 40 % de origen vegetal. Una fraccidn de la glicerina
refinada, es exportada a paises europeos (1000 ton) y 600 ton fueron comercializadas a nivel
nacional, como alimento animal. (ALUR 2013)

Existen numerosos pequefios productores, como ser, Biogran, con una capacidad de
produccién de biodiesel de 250 ton/mes. El glicerol crudo es producido y almacenado y se
ofrece a la venta como complemento para racidon animal en el mercado interno. Muchos
pequefios productores no cuentan con sistema de recuperacion de metanol, almacenando el
glicerol crudo.

De acuerdo a la ley 18145, a partir del 1 de enero del 2012, se deberia contar con un 5% de
biodiesel en el gas oil. Actualmente el porcentaje de biocombustible se mantiene al 2 %, por lo
gue se prevé en un corto plazo, un aumento de la produccién de biodiesel en funcién del
cumplimiento de la normativa vigente. El aumento en la capacidad y produccidn de biodiesel,
traerd aparejado un aumento en la cantidad de glicerol crudo producido. (Khardenavis, y otros
2007)

3. METABOLISMO DEL GLICEROL CRUDO EN MICROORGANISMOS

El Glicerol tiene aplicaciones prometedoras en bioconversidn, obteniendose compuestos de
alto valor. Este compuesto no solo es econdmico y abundante, sino que también tiene un alto
grado de reduccidon mayor que los azucares, ofreciendo la oportunidad de obtener quimicos
reducidos como Succinato, Etanol, Propionato, y otros compuestos de alto valor.

Como otras moléculas pequefias no cargadas, el glicerol puede atravesar la membrana
citoplasmatica por difusién pasiva. La difusién es facilitada a través de una proteina de
membrana (facilitadora del Glicerol (GlpF)). El glicerol intracelular es a continuacién convertido
en Glicerol-3-fosfato por la glicerolquinasa y es retenido en la célula para luego ser
metabolizado. (Da Silva, Mack y Contiero 2009)

Algunas cepas de Citrobacter, Clostridium, Enterobacter y Lactobacillus, son capaces de crecer
anaerdbicamente en glicerol como Unica fuente de carbono. Microorganismos como Klebsiella,
Citrobacter, Clostridium, Enterobacter, pueden metabolizar glicerol tanto por el camino
reductivo y por el camino oxidativo

En la via oxidativa, (Figura 2) la enzima dependiente de NAD+, glicerol deshidrogenasa (EC
1.1.1.6) cataliza la conversidon del glicerol a dihidroxiacetona y la enzima glicolitica
dihidroxiacetona quinasa (EC 2.71.29) fosforila al producto, obteniendo dihidroxiacetona-
fosfato, la cual continta en la via de la glicdlisis. La via reductora es catalizada por la enzima
glicerol deshidratasa (EC 4.2.1.28) coenzima-B12 dependiente, convirtiendo el Glicerol a 3-
hidroxipropionaldehido, y por medio de la enzima 1,3-propanediol dehidrogenasa (NAD+,
dependiente) reduce el 3- hidroxipropionaldehido a 1,3-propanodiol, regenerandose NAD+. El
producto obtenido es altamente especifico de la fermentacion del Glicerol y no puede ser
obtenido por ninguna otra conversién anaerdbica. (Da Silva, Mack y Contiero 2009)
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Figura 2. Via oxidativa y reductiva del glicerol (Da Silva, Mack y Contiero 2009)

Dentro de los posibles productos finales obtenidos por la metabolizacion del glicerol se
encuentran: propionato, butirato, butano, dihidroxiacetona y polihidroxialcanoatos (a partir de
acetilcoA) (Figura 3).
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3.1. Ruta biosintética de PHAs a partir de glicerol

Bormann y Roth (1999), describieron la produccién de PHB por Methylobacterium
rhodesianum y Ralstonia eutropha en un medio conteniendo glicerol y casaminoacidos.
Ashyby, Solomain y Foglia (2004) utilizaron Pseudomonas corrugata y P. Oleovorans para
produccién de PHA a partir de los co-productos de la produccidn de Biodiesel, la mezcla
contenia glicerol, acidos grasos libres y metil ésteres de acidos grasos, sus resultados
mostraron que el glicerol era el sustrato de preferencia para P. Oleovorans. El glicerol es un
sustrato favorable energéticamente para la formacion de Acetil-CoA, precursor de la sintesis
de PHB (Figura 4). Los autores concluyeron que el co-producto del Biodiesel puede ser
utilizado para produccién de PHA sin necesidad de separar o recuperar el Glicerol de los otros

componentes.
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Figura 4. Ruta de produccion de AcetilCoA precursor de la sintesis de PHAs a partir de glicerol.

3.2. Ruta biosintética de PHAs a partir de metanol

Las bacterias metildtrofas, utilizan compuestos metilados (pero no metano), estos compuestos
de un carbono son entre otros el metanol. Estas bacterias pueden sintetizar compuestos a
partir de esta fuente de carbono y ademds oxidarla para obtener energia. Ejemplos de estas
bacterias son Methylomonas y Methylobacter.
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La bacteria oxida metanol a formaldehido, que es condensado con tetrahidrometanopterina y
luego oxidado a formiato. El formiato reacciona con tetrahidropterina y el formil-
tetrahidrofolato, es luego convertido en metilen tetrahidrofolato (Parte 1) (Figura 5). El ciclo
de la serina es utilizado para asimilar formaldehido mds bicarbonato (Parte 2). La asimilacion
del acetil-coA y conversién a glioxilato ocurre por la via del etilmalonilCoA (Parte 3)
(Smejkalova, Erb y Fuchs 2010).

El acetil-coA proveniente de la ruta de la serina, es el intermediario clave que se introduce en
la ruta metabdlica de produccién y acumulacidn de PHAs.
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Figura 5. Ruta metabdlica de asimilacion de metanol y formacion de precursores para la sintesis de PHAs
(Smejkalova, Erb y Fuchs 2010)

3.3. Efecto de los acidos grasos presentes en el glicerol crudo en la produccion de
PHAs.

Los microorganismos pueden redirigir el flujo de acetilCoA de la formacidn de biomasa hacia la
acumulacién de PHA (Koller, y otros 2007). El acetilCoA puede incorporarse en varias rutas
competitivas: formacién de acetato, sintesis de acidos grasos, formacion de citrato y sintesis
de PHAs. (Lee y Chang 1996). El menor requerimiento de acetil coA en otras vias metabdlicas
aumenta la acumulacion de PHA. La influencia de la adicién de pequefnas cantidades de

47



Produccion industrial de pldsticos biodegradables en bacterias | 48

Capitulo3  Produccion de Polihidroxialcanoatos a
partir de Glicerol Crudo

fuentes complejas de nitrégeno y acido oleico en la acumulacién de PHB fue estudiada en E.
coli recombinante por Lee y Chang (1996) y en R eutropha por Martinez y otros (s.f.). El
agregado de pequenas cantidades de fuentes complejas de nitrégeno y acidos grasos (como el
acido oleico) en un medio definido reducen la cantidad de acetilCoA necesario en la via del
ciclo de Krebs y acidos grasos, redirigiendo el flujo de carbono hacia la sintesis de PHB,

resultando en una mayor produccidon y acumulacién.

4. ANTECEDENTES DE PRODUCCION MICROBIANA DE PHA A PARTIR DE
GLICEROL Y METANOL

Se resume en la Tabla 2, los antecedentes bibliograficos de producciéon de PHA a partir de

glicerol y glicerol crudo para diferentes microorganismos.

Tabla 2. Antecedentes de produccion de PHAs a partir de glicerol

Microorganismo Fuente de PHB % PHB Productividad Referencia
Carbono (g/L) (Peso seco (g/L h)
celular)
Burkholderia Glicerol 4.75 81.9 0.066 (zhu, y otros
cepacia ATCC 2010)
17759
Cupriavidus Glicerol - 70 - (Cavalheiro, y
necator JPM134 Glicerol crudo - 48 - otros 2009)
Cupriavidus Glicerol 51.2 62 1.51 (Steinbuchel
necator DSM 545 2001)
Organismo Glicerol crudo 16.2 49.6 0.05 (Koller, y otros
osmofilico Glicerol 11 50 0.23 2007)
Metilobacterium (Bormann y Roth
rhodesianum 1999)
MB126
Ralstonia Glicerol 9.7 42 0.210 (Bormann y Roth
eutropha DSM Glicerol 17.6 65 0.39 1999)
11348
Escherichia coli Glicerol 18.8 51 0.18 (Pablo, y otros
CT1061 2008)
Escherichia coli Glicerol - 60 - (Mahishi,
ATCC:PTA-1597 Tripathi y Rawal
2003)
Cupriavidus Glicerol 4,55 45.3 0.03 (Naranjo Vasco
necator 2010)
B. megaterium Glicerol 8.73 55.99 0.27 (Naranjo Vasco
2010)

Se resume en la Tabla 3, los antecedentes bibliograficos de produccion de PHA a partir de
metanol para diferentes microorganismos.
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Tabla 3. Antecedentes de produccion de PHAs a partir de metanol

Microorganismo Fuente de % Acumulacidn Productividad Referencia
carbono (g/Lh
M. extorquens Metanol 40-46 0.8 (Cavalheiro, y
ATCC 55366 otros 2009)
Methylobacterium Metanol 38.5 - (Mokhtari-
sp GW2 Hosseini, y otros
2009)
M.extorquens Metanol 62.3 0.18 (zahra, y otros
DSMZ 1340 2009)
M. extorquens Metanol 7-21 - (Taidi, y otros
1994)
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1. OBIETIVO

Evaluacién y seleccion de cepas pertenecientes al Dpto. de Bioingenieria y proporcionadas por
ceparios. Aislamiento de cepas productoras de PHA presentes en glicerol crudo.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Composicion del subproducto modelo: glicerol crudo

Dado la variacidn en la composicién del glicerol subproducto de biodiesel se decidid trabajar
con un medio modelado. La composicion de este medio tiene en cuenta las peores condiciones
en las cuales se puede encontrar este subproducto: sin recuperacion de metanol. Basado en
estudios realizados por diversos autores (Thompson y He s.f.) y la informacién brindada por
productores nacionales de biodiesel se seleccioné la siguiente composicion del subproducto
modelo: glicerol (67% m/m), metanol (30% m/m), catalizador (1% m/m) agua (2%). Los
monoacilglicéridos no fueron considerados dado que la cantidad presente en este subproducto
es generalmente despreciable, y de estar presentes en el medio producen aumento en el
crecimiento bacteriano y acumulacion de PHA (Martinez, y otros 2008). La influencia del
catalizador sélido basico se descarta en base a estudios anteriores (Cavalheiro, y otros 2009).

2.2. Seleccidon de microorganismos productores de PHA

Para la seleccién de microorganismos productores se utilizaron cepas pertenecientes al Dpto.
de Bioingenieria y cepas adquiridas en ceparios. Ademds se planted una estrategia de
aislamiento de cepas de un subproducto de biodiesel proporcionado por un productor local.
Las cepas utilizadas para el screening pertenecientes al Dpto. se pueden dividir en dos grupos:

2.2.1. Cepas pertenecientes al Dpto. de Bioingenieria productoras de PHAs (Grupo
A)

Se utilizaron cepas aisladas e identificadas como productoras de PHAs, en trabajos previos
realizados en el Dpto de Bioingenieria (Loperena, y otros 2007).

Acinetobacter sp.,
Brachymonas sp.,
Pseudomonas sp.,
Bacillus sp.,
Staphylococcus sp.
2.2.2. Cepas aisladas de la Antartida (Grupo B)

De las mas de 500 cepas antarticas pertenecientes al Dpto. de Bioingenieria (muchas de ellas
aun sin identificar), se seleccionaron aquellas aisladas de locaciones en las cuales, fuera mas
factible encontrar cepas productoras. Las cepas antarticas pueden poseer la ventaja de tener
temperaturas Optimas de crecimiento inferiores a sus contrapartes mesodfilas (con
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temperatura dptima de crecimiento de aproximadamente 20 2C) siendo atractivas desde el
punto de vista industrial por requerir su cultivo menor consumo de energia. En este sentido y
segln su locacidn se seleccionaron dos grupos de cepas:

a) Potenciales cepas pertenecientes al género Metilobacterium

Tabla 1. Cepas antarticas grupo a)

Cepa Muestra de origen Sitio de recoleccién

28b Suelo con gas ol Tanque 1 de Combustible Base Artigas
29c Suelo con gas oail Tanque 1 de Combustible Base Artigas
104a Madera en descomposicion Playa, Deception Island

104b  Madera en descomposicién Playa, Deception Island

137a Suelo y roca con gas oil Tanque 2 de combustible Base Artigas
137b Suelo y roca con gas oil Tanque 2 de combustible Base Artigas
137c Suelo y roca con gas oll Tanque 2 de combustible Base Artigas
127a Madera en descomposicién Deception Island

127b Madera en descomposicion Deception Island

b) Potenciales cepas pertenecientes al género Vibrio.

Tabla 2. Cepas antarticas grupo b)

Cepa Muestra de origen Sitio de recoleccion

40a Sedimento Deshielos entre Base Artigas y Pta. Suffield
40b Sedimento Deshielos entre Base Artigas y Pta. Suffield
40c Sedimento Deshielos entre Base Artigas y Pta. Suffield
47a  Sedimento en rocas Baliza Punta Suffield

47b Sedimento en rocas Baliza Punta Suffield

47c Sedimento en rocas Baliza Punta Suffield

47d Sedimento en rocas Baliza Punta Suffield

16a Sedimento Cafiada Base Artigas

16b Sedimento Cafada Base Artigas

6la  Sedimento profundo Lago Uruguay

61b Sedimento profundo Lago Uruguay

62a Sedimento de la orilla Lago Uruguay

62b  Sedimento de la orilla Lago Uruguay

2-2 Agua de Mar

8-4 Agua de Mar

4-3 Agua de Mar

2-6 Agua de Mar

3-7 Agua de Mar

7-3 Agua de Mar

2-7 Agua de Mar

9-2 Agua de Mar

3-9 Agua de Mar

8-6 Agua de Mar

4-2 Agua de Mar
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2.2.3. Cepas adquiridas en ceparios

Las cepas evaluadas adquiridas en ceparios fueron: Ralstonia eutropha DSM 545 vy
Methylobacterium extorquens DSM 1340, se seleccionaron en base a la bibliografia consultada
por ser capaces de acumlar PHA en sustratos similares al propuesto. (Bormann y Roth 1999)
(Taidi, y otros 1994) (Mokhtari-Hosseini, y otros 2009) (Joa, y otros 2009).

2.3. Activacion y Conservacion de las cepas

Las cepas se encontraban almacenadas en crioviales en freezer a -70 °C, con 20 % de glicerol
(crioprotector). La activacion se realizé mediante siembra en TSA y se incubd a 37 °C, salvo las
cepas antdrticas que se incubaron a 15 °C, hasta que el microorganismo alcanzara un
crecimiento prudencial, desde un punto de vista cualitativo. Posteriormente se conservé el
microorganismo activo en tubos inclinados de TSA a 4°C.

2.4. Deteccion de PHA en los cultivos bacterianos

Todas las cepas fueron cultivadas en 3 mL de medio liquido (tubos) y en medio sélido (placas).
La presencia de acumulos de PHA, se determiné mediante tincién de frotis con violeta cristal y
tincién de PHAs con Negro Suddn .En los cultivos sélidos, ademds se revela la presencia de PHA
por fluorescencia de la biomasa bafadas en Azul Nilo (Loperena, y otros 2007). Para cada cepa
se realizd un seguimiento cualitativo (a diferentes tiempos) para evaluar crecimiento y
produccién de PHA mediante tincién de frotis con Negro Sudan. Para las cepas positivas en
esta tincidn se realiza una confirmacidn por deteccion de fluorescencia en UV en los cultivos
solidos bafiados con Azul Nilo. La confirmacién se realiza dado que la tincién de frotis con
negro Sudan no es especifica para PHAs. Todos los ensayos fueron realizados por triplicado. La
descripcién de las técnicas empleadas, se encuentran detalladas en el ANEXO Técnicas
analiticas.

2.4.1. Cepas Grupo A

Las cepas pertenecientes al grupo A, se incubaron en las condiciones descritas anteriormente
(Loperena, y otros 2007) y utilizando un medio mineral descrito en el mismo trabajo. La
composicion del medio de cultivo fue, 1 g/L (NH,),S0,, 1g/L KH,PO,, 7g/L Na,HPO,, 0.2 g/L
MgS0,4.7H,0; 0.06 g/L citrato de amonio y hierro (lll), 0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de
solucién de metales traza. La solucién de metales traza consiste en: 0.3 g/L H,BO,4, 0.2 g/L
CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnSO,.7H,0, 0.03 g/L NaMo0O,.2H,0, 0.2 g/L NiCl,:2H,0, 0.01 g/L
CuS0,.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0. Como fuente de carbono se utilizaron tres concentraciones
diferentes del subproducto modelo (diluciones manteniendo la relacién glicerol: metanol fija):
0.67 % v/v glicerol, 0.5 metanol % v/v (Concentracion A); 1.0 % v/v glicerol, 0.75 metanol % v/v
(Concentracién B) y 1.34 % v/v glicerol, 1 metanol % v/v (Concentracidn C). Este rango se
determind en base a la tolerancia al metanol reportada en metilobacterias (Mokhtari-Hosseini,
y otros 2009). Dado que son cepas sobre las cuales ya se reporté presencia de PHAs en otras
fuentes de carbono, se evaluan 3 concentraciones de fuente de carbono. Las cepas fueron
incubadas a309Cy pH 7.

56



Produccion industrial de pldsticos biodegradables en bacterias
Capitulo 4 Screening de cepas

2.4.2. Cepas Grupo B

Para las cepas del grupo Ba se utilizd un medio base para metilobacterias reportado en
Mokhtari-Hosseini, y otros (2009) utilizando como fuente de carbono subproducto modelo, en
concentracion equivalente en metanol, segln lo descrito en dicho trabajo. La composicion del
medio de cultivo fue: 1 g/L (NH,4),S0,4, 5 g/L KH,PO,4, 1 g/L Na,HPO, y 1.0 mL/L de solucién de
metales traza. La solucion de metales traza consiste en: ZnSO,4.7H,0 1.5 mg/L, Na,Mo00,.2H,0
0.04 mg/L, CuS0O,4.5H,0 0.04 mg/L, CaCl,. 6H,0 0.6 mg/L, H3BO3 0.2 mg/L, MgS0,4.7H,0 5
mg/L, FeSO,.7H,0 20 mg/L. Dado el origen de estas cepas, la temperatura de incubacion
utilizada fue 152Cy pH 7

De igual forma para las cepas del grupo Bb se utilizé un medio base reportado en bibliografia
como optimo para el crecimiento de Vibrio (Chien y al 2007), sustituyendo la fuente de
carbono por subproducto modelo. El medio de cultivo base fue medio marino: sales marinas
28 g/L triptona 2.5 g/L y extracto de levadura 1 g/L. Las cepas se incubaron a 152Cy pH 7.

2.4.3. Cepas obtenidas en ceparios

Para las cepas obtenidas de ceparios, se utilizaron como medio base, medios reportados
anteriormente. Para Ralstonia eutropha DSM 545 (Martinez, y otros 2008): 1 g/L (NH,4),SO,,
1g/L KH,PO,4, 7g/L Na,HPO,, 0.2 g/L MgS0,.7H,0; 0.06 g/L citrato de amonio y hierro (lll),
0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de solucién de metales traza. La solucion de metales traza
consiste en: 0.3 g/L H,BO0,, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnS0O,.7H,0, 0.03 g/L NaMo0,.2H,0,
0.2 g/L NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS0,4.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0 . Los cultivos se realizaron a 35
°CypH?7

Para Metilobacterium extorquens DSM 1340 se utilizé el medio descrito en Mokhtari-Hosseini,
y otros (2009), La composiciéon del medio de cultivo fue: 1 g/L (NH,4),S04, 5 g/L KH,PO,, 1 g/L
Na,HPO, y 1.0 mL/L de solucién de metales traza. La solucidon de metales traza consiste en:
ZnS0,4.7H,0 1.5 mg/L, Na,Mo00,.2H,0 0.04 mg/L, CuS0O,4.5H,0 0.04 mg/L, CaCl,. 6H,0 0.6
mg/L, H3BO; 0.2 mg/L, MgS0,.7H,0 5 mg/L, FeSO,.7H,0 20 mg/L. La temperatura de
incubacién utilizada fue 372Cy pH 7.

Como fuente de carbono, en ambas cepas, se ensayaron las mismas tres concentraciones del
subproducto modelo descrito para las cepas del grupo A. Dado que son cepas sobre las cuales
ya se reportd presencia de PHAs en otras fuentes de carbono, se evaltan 3 concentraciones de
fuente de carbono.

2.5. Aislamiento de glicerol crudo

Para el aislamiento de cepas del subproducto real, se utilizé un medio base de caldo nutriente
para medio liquido y agar nutriente para medio sélido. Como fuente de carbono se utilizaron
las tres concentraciones de subproducto modelo antes descritas. Se realizaron varias tomas del
subproducto real se sembraron en medio sdlido y en medio liquido, ambos se incubaron a
379C. El aislamiento se realizd por estriado en medio sélido y por diluciones sucesivas en
medio liquido.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1. Aislamiento de glicerol crudo
Se aislaron levaduras y hongos, no se aislaron bacterias.
3.2. Crecimiento de cepas en subproducto modelo

Se realizd un seguimiento cualitativo con inspeccidn visual y tincién de Gram para el caso de
cepas crecidas en medio liquido, e inspeccion bajo lupa, en los ensayos realizados en medio
solidos en placa de Petri. Como referencia para el crecimiento se utilizd la siguiente
simbologia:

(-) Sin crecimiento.

(+) Crecimiento leve o solo observable bajo lupa (medio sélido).
(++ )Crecimiento apreciable.

(+++) Crecimiento abundante.

3.2.1. Cepas Grupo A

Tabla 3.Cultivos en medio liquido y sélido: Cepas grupo A

Medio liquido 72 h. Medio sélido 72 h

Cepa

Conc. A | Conc.B | Conc.C | Conc. A | Conc.B | Conc. C

Acinetobacter sp. - - - - - -

Brachymona - - - - - -

Bacillus sp - - - - - -

Staphylococcus - - - - - -

Pseudomonas - - - - - -

No se observd crecimiento en ninguna de las concentraciones del subproducto modelo
ensayada (Tabla 3).

3.2.2. Cepas Grupo B

En el estudio de crecimiento para cepas Antarticas pertenecientes al Grupo Ba,
aproximadamente un 78 % de las cepas fueron capaces de crecer en el medio ensayado. Se
determind que la mayoria de las cepas capaces de crecer eran Bacilos Gram (-). Se produjo
crecimiento tanto a nivel de cultivo liquido como sélido (Tabla 4).

58



Produccidn industrial de pldsticos biodegradables en bacterias | 59
Capitulo 4 Screening de cepas

Tabla 4.Cultivos en medio liquido y sélido: Cepas grupo Ba

Medio liquido Medio sélido
Cepa 48 h 120 h 48 h 120 h Descripcién
28b + + + + Coco Bacilo Gram (-)
29c - - - -
104a ++ ++ ++ ++ Bacilo Gram (-)
104b ++ ++ ++ ++ Bacilo Gram (-)
137a + ++ + ++ Bacilo Gram (-)
137b - - - -
137c - + - + Bacilo Gram (-)
127a + ++ + ++ Coco Bacilo Gram (-)
127b - + - + Bacilo Gram (-)

En el grupo de cepas Bb, el 75 % de las mismas crecieron en el medio de cultivo utilizado, el 25
% crecidé en menos de 24 horas en forma abundante, lo cual le brinda un gran potencial desde
un punto de vista industrial. Al igual que el grupo anterior, se determind que en su gran
mayoria eran bacilos Gram (-) (Tabla 5).

Tabla 5. Cultivos en medio liquido y sélido: Cepas grupo Bb

Medio sélido Medio liquido

Cepa 24h 48 h 72 h 96 h 48 h 120 h Descripcién

40a - - - - - + Bacilo Gram (-)

40b - - - - - + Bacilo Gram (-)

40¢ - - - ++ - + Bacilo Gram (-)

47a - + ++ ++ - + Bacilo Gram (-)

47b - - + ++ - + Bacilo Gram (-)

47c - + ++ ++ - ++ Bacilo Gram (-)

47d - + ++ ++ - ++ Bacilo Gram (-)

16a } _ ++ ++ - + Bacilo Gram (-)

16b - + +4+ +4+ - ++ Bacilo Gram (-)

6la - + ++ ++ - + Bacilo Gram (-)

61b - + 4+ 4+ - + Bacilo curvado Gram (-)
62a - - + ++ - + Bacilos Gram (-) y Gram (+)
62b - - - - - - sin crecimiento

2-2 +++ +++ ++ ++ Bacilos Gram (-) y Gram (+)
8-4 +++ +++ ++ ++ Bacilo Gram (-)

4-3 - - - - - - sin crecimiento

2-6 +++ +++ ++ ++ Bacilos y cocobacilos Gram (-)
3-7 - - - - - - sin crecimiento

4-3 - - - - - - sin crecimiento

2-7 +++ +++ ++ ++ Bacilo Gram (-)

9-2 +++ +++ + ++ Bacilo Gram (-)

3-9 - - - - - - sin crecimiento

8-6 - - - - - - sin crecimiento

4-2 +++ +++ ++ ++ Bacilo Gram (-)

3.2.3. Cepas obtenidas de ceparios.

Para Ralstonia eutropha DSM 545, se observd mayor crecimiento a mayores concentraciones
del medio modelo. Si bien ya se ha reportado la tolerancia de R. eutropha a la presencia de
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metanol, todavia no se habia reportado en concentraciones como las ensayadas en este
trabajo (Tabla 6).

Contrariamente para Metilobacterium extorquens DSM 1340, se observa mayor crecimiento a
menores concentraciones del subproducto modelo (Tabla 6).

Tabla 6. Cultivos en medio liquido y sélido: Cepas obtenidas de ceparios

Medio liquido 72 h Medio sélido 72 hs

Cepa

Conc. A

Conc.B

Conc.C

Conc. A

Conc.B

Conc.C

R.eutropha DSM 545

++

+++

+++

++

+++

+++

M.extorquens DSM

+++

++

++

+++

+++

++

1340

3.3. Tincidon de PHAs

A los cultivos en los que se registrd crecimiento, se le realizaron frotis y tinciéon con Violeta
Cristal y Negro Sudan, se verifico la presencia del polimero por fluorescencia en los cultivos en
placa bafiados con Azul Nilo.

La tincidn de frotis con Violeta Cristal tifie la parte vegetativa de la célula de color violeta y las
inclusiones permanecen sin tefiir. Esta técnica no es especifica para la deteccidn de inclusiones
de PHAs, por lo que frente a la visualizacién de inclusiones sin tefiir se debe verificar la
presencia de PHAs mediante otra técnica. Como técnicas de confirmacidn, se utilizaron la
tincidn de frotis con técnica de Negro Sudan (célula rosada e inclusiones azul oscuro) y bafio en
placa con Azul Nilo y deteccién de fluorescencia (colonias naranjas).

Con la técnica de tincion de frotis con violeta cristal, solo se hallaron inclusiones en las cepas R.
eutropha DSM 545 y M. extorquens DSM 1340. Se realizd un seguimiento a las 48 y 72 horas de
incubacién obteniéndose los siguientes resultados (Tabla 7):

Tabla 7. Tincidn de PHA en R. eutropha y M. extorquens
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48 h 72 h

Cepa

Conc. A

Conc. B

Conc.C

Conc. A

Conc. B

Conc.C

R.eutropha DSM 545

+

+4

M.extorquens DSM 1340

+*

+4

+*

Referencias (+) Presencia de inclusion con tincion de violeta cristal, * verificado con Tinciéon
Negro Sudan, (#) verificado con fluorescencia con bafio en placa de azul nilo.

Se observd en R. eutropha presencia de inclusiones de PHAs a partir de las 72 horas de
incubacién, siendo mas notorias a altas concentraciones de subproducto modelo.

Para M extorquens, se detectd acumulacién de PHAs a partir de las 48 horas mediante técnica
de tincion de frotis con Negro Sudan, no se observo fluoresencia frente a exposicion UV en
placa con bafio de azul nilo. Esto puede deberse a la baja concentracién del biopolimero a las
48 horas de incubacién. Se observé mayor acumulacién a bajas concentraciones, a las 72 horas
de incubacidn y el ensayo con azul nilo resultd positivo.
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Figura 1. Tincion de Negro Sudan en M. extorquens

Figura 2. Tincion Negro Sudan en R. eutropha

4. CONCLUSIONES

No se lograron aislar bacterias del subproducto real. Un gran porcentaje de las bacterias
antarticas analizadas fueron capaces de crecer en el medio modelo planteado sin acumulacién
de PHAs. Ninguna de las bacterias pertenecientes al Dpto. de Bioingenieria productoras de
PHAs en otros medios, crecieron en el medio modelo planteado.
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Las cepas M extorquens DSM 1430 y R. eutropha DSM 545 crecieron y acumularon PHAs en las
condiciones ensayadas. Se continla con ellas en las siguientes experiencias.



Produccion industrial de pldsticos biodegradables en bacterias
Capitulo 4 Screening de cepas

5. BIBLIOGRAFIA

Bormann, E.J., y M Roth. «The production of polyhydroxybutyrate by Methylobacterium
rhodesianum and Ralstonia eutropha in media containing glycerol and casein
hydrolysates.» Biotechnology Letters, 1999: 1059-1063.

Cavalheiro, J.M B.T, .C M.D De Almeida, C. Grandfils, y M.m R. Da Fonseca. «Poly(3-
hydroxybutyrate) production by Cupravidus necator using waste glycerol.» Process
Biochemistry 44 (2009): 509-515.

Chen, Yinguang, Jian Chen, y Haizhen Yang. «Kinetics of PHB-containing biomass disruption in
surfactant chelate aqueous solution.» Process Biochemistry, n2 38 (2003): 173-182.

Chien, y et al. Journal of Biotech, 2007: 259-263.

Joa, Cavalheiro, Catarina de Almeida, Christian Grandfils, y Fonseca. «Poly(3-hydroxybutyrate)
production by Cupriavidus necator using waste glycerol.» Process Biochemistry, 2009:
509-515.

Loperena, Lyliam, Hermosinda Varela, Guadalupe Martinez, Fiorella Crovetto, y Valeria
Romano. «Production of biodegradable plastics PHB (Polyhydroxybutyrate) from
different substrate: screening of producer microorganisms.» SinaFerm, Curitiba, Brasil,
2007.

Martinez, Guadalupe, Ignacio Laborda, Ines Maisonneuve, y Hermosinda Varela. «POLIESTER
BACTERIANO: DESARROLLO DEL MEDIO DE CULTIVO.» IV Encuentro Regional de
Ingenieria Quimica, Montevideo, Uruguay, 2008.

Mokhtari-Hosseini, Vasheghani-Farahani, Heidarzadeh-Vazifekhoran, Darani, Shjaosadati, y
Karimzadeh. «Statical media optimization for growth and PHB production from
methanol by a methylotrophic bacterium.» Food Techology Institute of Iran, 2009.

Taidi, B, A.J. Anderson, EA Dawes, y D. Byrom. «Effect of carbon source and concentration on
the molecular mass of PHB produced by Methylobacterium extorquens y Alcaligenes
eutrophus.» Departament of applied biology, University of Hull, UK, 1994.

Thompson, J:C, y B.B He. Appl. Engineering in Agriculture, s.f.: 261-265.

63



PRODUCCION DE PLASTICO BIODEGRADABLES EN BACTERIAS

Capitulo 5

Optimizacion del uso de glicerina cruda en la
formulaciéon del medio de cultivo

Maestria en Biotecnologia — Facultad de Ciencias - UdelaR



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina
cruda en la formulacién del medio de
cultivo

TABLA DE CONTENIDO
L. OBJETIVOS .ottt ettt ettt e e e e e ettt e e e e e s e bb e et e e e e e s nnbbaeeeeeeeesannrnaeeeeeeaanan 68
2. INTRODUGCCION ....cvuirimireitiettiee sttt esse st 68
2.1.  Seleccidn de los factores @ @Valuar ........cceoeeiieiieneeiecnc e 68
2.2.  Disefios Factoriales COMPIETOS. .....cccouviiiiiiiiei e eearae e 69
2.3.  Disefios factoriales fracCionarios .........ccceecueeriieeiiieiiee et 69
2.3.1. Efectos confundidos Y reSOIUCION........cccuveiviiecie e 71
2.4. Disefios factoriales con punto central.........ccocciiiiiiiiiei i 72
2.5, MOdeloS MateMATICOS. . couuiriiriiriieiieste ettt sttt 73
2.5.1. Estimacidn del error para los efectos a través de repeticiones. ........ccccueeennneen. 74

2.5.2. Estimacidn de los errores para los efectos y coeficientes a partir de repeticiones

Y= W o T ol o N ol =] o d - APPSR 75
2.5.3. Identificacion de los efectos y coeficientes significativos. .......cccocccveviviiieninnnnen. 76
2.6. Metodologia de la Superficie de ReSpUESTa........ccceccvveeeiciieii i 76
MATERIALES Y METODOS.......cucvviiieeececteteteeesesaese ettt bbb s s aeaene 78
3.1, R eUtropha DSIMI 545 ........ooeeiceieee ettt ettt e e et e e e e e tae e e e e baee e sebaeeesenbaaeeeanes 79
3.2, M. extorquens DSM 1340........uu s 79
3.3.  Optimizacion del medio de cultivo de R. eutropha DSM 545 .........ccccceevviiveeincineennns 79
3.3.1. Medio de CUltIVO DS .......eiieiiiiiiiieeeee et 79
3.3.2. Disefio de experiencia: Factores y niveles ensayados........cccccceecvieeeecvveeeecnnnnn. 79
3.3.3. CondiCioNeS de CUIIVO ..ccuveeiiiiiiiieeeeee s 80
3.4. Optimizacion del medio de cultivo de M. extorquens DSM 545...........cccccveeeecrveeeens 80
3.4.1. Medio de CUltIVO DS .......eeeiiieiiieiie e 80
3.4.2. Disefio de experiencia: Factores y niveles ensayados........ccccceevevieeercvveeescneeenn. 80
3.43. CondicioNes d& CUITIVO ...ccoviiiiieeiiiieiieee e 81
3.5, MEtodoSs @NalitiCOS ...cccuuiriiiiiiieetie e 81
3.6. EVAluacCion e reSPUEBSTAS .....cccccuiiieeiitiieeceiteee e ettt e e eette e e e ette e e e etteeeeebaeeeesbaeeeeeabaneaeanes 81
3.7.  ANAlisiS @STAdISTICO .eevuiiiiiiiiiii e 81
4.1.  Optimizacién del medio de cultivo de R. eutropha..........cceccuveeeecieeeesciiee e 82
4.1.1. Rendimientos y productividades.........ccuueeeeeiieeciiiiiieee e 82
4.1.2. Evaluacion del rendimiento de producto en funcién de biomasa....................... 82
4.1.3.  Andlisis del rendimiento de biomasa en funcién del sustrato consumido ......... 87

4.1.4. Analisis del rendimiento de producto basado en sustrato consumido .............. 88

65



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina

cruda en la formulacion del medio de

cultivo

4.1.5. Analisis de la productividad especifica de producto........ccceeeeecrireenciieecccineennn. 92
4.1.6. Analisis de la productividad volumétrica de producto .........ccccccvveeeecveeecccnneennn. 95
4.2.  Optimizacién del medio de cultivo de M. extorquens ............cccceveeeeecveeeeecveeeennnen. 100
4.2.1. Rendimientos y productividades.........cccceeeecieeeieiieie e 100

4.2.2. Evaluacién del rendimiento de producto en funcién del sustrato consumido
(YP/S). 100

4.2.3. Evaluacién del rendimiento de biomasa en funcion del sustrato consumido. . 105

4.2.4. Evaluacion del rendimiento de producto en funcién de la biomasa generada. 109

4.2.5. Evaluacion de la productividad volumétrica de producto ..........cccceeeevveeeenneen. 113
4.2.6. Evaluacion de la productividad especifica de producto.........ccceecveeeevciieeeennnen. 114
4.3. Seleccion de las condiciones de CUltIVO .......eeeeiiiiieiiiiieieeee e 118
4.3.1. Seleccion de la composicién del medio de cultivo para R. eutropha................ 118
a) Condiciones de cultivo para produccidn BatCh..........ccceecuveieeiiieeeeciieee e, 118

b) Condiciones de cultivo para produccidn Batch en dos etapas.........cccccevveeeennnennn. 119
PrIMEr DAtCR e 119
4.3.2. Seleccion de la composicién de medio de cultivo para M. extorquens ............ 120

4.4. Comparacién de R. eutropha DSM 545 y M. extorquens DSM 1430 como productoras

(o [ o U PPURPOt 121
5. CONCLUSIONES ..ottt sasaaasaassaassssssasansanannan 121
6. BIBLIOGRAFIA ..ottt ettt 122
Tabla 1. Estrategia de OPTIMIZACION .....ccoiciiiiiiiieeciieeetee ettt et e et e e e st e e e e ebaeeesateeaetbeeesabeeesasssaasssseessseesassaeasnsneas 68
Tabla 2. Planeamiento factorial fraccionario 2*" a partir de un factorial completo 22 et 70
Tabla 3. Planeamiento factorial completo 2 ettt ettt ettt ettt s et e s st e renenn 70
Tabla 4. Coeficientes de contraste para un disefio 2 ettt s ettt r e e r e 71
Tabla 5. Disefio factorial fraccionario 2% con oYU 0] oI ol=T Y - S 79
Tabla 6. Niveles de factores para R. eUtropha DSIM 545 .........ccuuiiiiiieiiiiieeciiee et eeiee st ee e e e s taee e saee e saaeessstaeesnnes 80
Tabla 7. Niveles de factores para M. extorquens DSM 1340.... ..81
Tabla 8. RESUILAAOS R. GUEIOPAG.........ceceeeeeieeieesee et eette et et e s e et e s eeeteessee e teesseeeaseesseeesseesseaanseenseesnseeaseesnseesseesnseanns 82
Tabla 9. Analisis @StadiStiCO Y P/X R.@ULIOPAG. ........c.veceeeceeeeieecieeeeeeetee st e et ete e st esve e taesveeebeesbeestaesaseeseesaaeeseanns 83
Tabla 10. Niveles éptimos Y P/X R. eutropha .
Tabla 11. ANAlISIS YX/S €N R.CUEIOPAG ......c..veeceeeeeeeeie ettt eetee ettt e e et e s ve e te e save e beestseebaesasesbeessaeeseesssesnseesseesaseenns
Tabla 12. Andlisis @StadiStiCO Y P/S R. @UEIOPRAG ........ccveecueeeeiecieeeeeectee st eite e eeete e aeseve e teesveesaeesteestaesabeebeesaseeseenns 88
Tabla 13. Niveles de factores optimizados Y P/S R. @UEIOPRAG .......c.cccueeeeeeitieieeieeeeiesee e e e eete e s sae s essesrne e 91
Tabla 14. Analisis @StadiStiCO QP R.@UEIOPAG . ...........oooeuiiieiiie ettt ettt e et e e s e e s bae e sbt e e e s ts e e esabeeaebaeaenabeas 92
Tabla 15. Niveles Optimos de factores qP R. @ULIOPAG...........coccuveiieiiiieciiie ettt ettt e s tae e s sve e e sbae e e abaaeeaaes 95
Tabla 16.Analisis estadiStico QP R. GULIOPAG ........cccueeeeeeeeeeeeeceeeeeseeste et ee e e e s este e teesetaesseesneeesseesnseenseesseesseanns 96
Tabla 17. Tabla de niveles Optimos QP R. @UEIOPAG .........cccuveeiiiiiiciie ettt et e st e e e s s ba e e s tbe e e sbaeasbaeaennseas 99
Tabla 18. Rendimientos y productividades M. @XErOGUENS ..........cccueeceercueeieesieeseeseeeteeseesteeseeesaeesseessseesseesseeenses 100

Tabla 19. Anélisis estadiStiCO YP/S €N M. @XEOIGUENS .........ccueeveieesieeiiesteeieesieesessesssestesssessesseessesseessessssssessesssessesenes 101

66



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina

cruda en la formulacion del medio de

cultivo

Tabla 20. Nivel Optimo de YP/S M. @XLOIGUENS. ............coeeueeeeeeeeeseeeeeeeseseteesssee ettt sttt tesstetesssssasssssanas 104
Tabla 21. Anélisis estadistico de YX/S para M. @XEOIGUENS. ........cceceecueeeeieesieeiiesreeiaesessessessessesseessesssessessesssessesssenes 105

..108

Tabla 22.Nivel Optimo de YX/S M. extorquens

Tabla 23. Andlisis estadistico para YP/X M. extorquens 109
Tabla 24. Nivel Optimo de YP/X M. @XEOIGUENS ..........ccueveeeeeverereeeeeeesesesessesesassssssesssssssessesessssesssssasesssassssesssssssasssssens 112
Tabla 25. Resultados de andlisis de Qp en M. extorquens 113
Tabla 26. Analisis de qp en M. extorquens... .. 114
Tabla 27. Nivel Optimo de qP M. extorquens 117
Tabla 28. Niveles Optimos de factores R. @ULIOPAA. .........cccuviieiuiii ittt e st e s ebe e e s ta e e s stbee e sbaeasssbeaeanns 118
Tabla 29. Composicién de factores evaluados para una produccion batch .........ccceecveeiieceeree s 119
Tabla 30. Composicién de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch).................. 119
Tabla 31. Composicidn de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (segundo batch) ............... 119
Tabla 32. Niveles Optimos de factores M. EXEOIGUENS ..........ceeceeeeeeseesieeieeseeeeeseesaeesaeesteesseesaeenseessseenseesseesnses 120
Tabla 33. Composicién de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch).................. 120
Tabla 34. Composicidn de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch)................... 120
Tabla 35. Composicién de factores evaluados para una produccion batch .........ccceecveeiiecieneence e, 121
Tabla 36. M. eXtOrquUENS VS R. @UEIOPAG .............coccuueiieieieeciiie ettt scite e e stee st e s eve e e e tb e e e sabee e sbaeeesteeesssseeessbeaaansaeasnns 121
Figura 1. Disefio factorial 2% con PUNTO CENTIAL..uiiiiiiieiiiie ettt ettt e e et e e e e e e e seabe e e s ataeeeabeeesabaeaesaeeennes 73
Figura 2. Grafico de Pareto estandarizado YP/X R. @UEIOPAG .........c.cccueeveiueieeiesieeeesiestesie e e e sae s e ve s e eaeste s e sseseneneens 84
Figura 3. Grafico de CONtOrNO Y P/X R.@UEIOPAG ........oecuveeeeeeeeeectee et et eeteeete et eaeeete e s veesteesaveebaesaaeentaesabeebeesaneen 85
Figura 4. Perfiles de predicCion Y P/X R. @UEIOPAG ........c..cccueecueeeeeeeieecte e st eeteesaeesteesve e veestveeevaessaeesaestseebeessaeenreens 86
Figura 5. Grafico de Pareto estandarizado para’Y P/S €n R. @ULIOPAG ......c.cceecueeeecieieeieieeieseste e s e sae e ve e sae e 89
Figura 6.Grafico de CONtOrNO YP/S R.EULIOPAA. ......c.eecveeereeeeeeetee et ettt e e te et sveeete e s v e e steesavaebeestbeenbaesaseebeesanen 90
Figura 7. Grafico de perfiles de predicCion YP/S R. @ULIOPAG............ccueeeeiueieeieceetesieeeese s e e sae s e s ae e s e svesraennens 91

Figura 8. Grafico de Pareto P R.EULIOPAG. ........ccueeceeeee ettt ee et e e e e st e et e s e e e e snaaenseesseeeseensseeseennnesn

Figura 9. Grafico de contorno qP R.eutropha...
Figura 10. Perfiles de prediccidén qP R. eutropha
Figura 11. Grafico de Pareto estandarizado QP R. @ULIOPAG..........cuevueeieeeciecie et ee e seeste e ee e naeesnneens
Figura 12. Grafico de contorno QP R. @ULIOPAG .........cccuueeiiiiiecitiie ettt ettt ettt este e st e sebbe e s s te e e s abe e e sabaeesbaaeessseas
Figura 13. Grafico de perfiles de prediccion QP, R. eutropha
Figura 14. M. extorquens en frotis tinCiON NeGro SUAN .........cocuiiiiiiiiiiiii et eaae e s sanee e

Figura 15. Grafico de Pareto YP/S M. @XEOIGUENS ........c.cccveeueecreeseeeireeeeeeiteestseseseesseesssesssessseessaesaseesesssseessessnsesnses
Figura 16. Grafico de contorno YP/S Para M. @XLOIGUENS. .......c.cceeeeeueeeesesieessesseessesieesesseesessesssessesseessessesssessessaenes 103
Figura 17. Grafico de Pareto: YX/S M. extorquens...........

Figura 18. Grafico de contorno YX/S M. extorquens
Figura 19. Perfiles de prediccion para YX/S €N M. @XtOIrGUENS..........cceecuereeeeireeiesiesieeisesseesestessessesssessesseensesssessenes 108

Figura 20. Grafico de Pareto Y P/X M. @XLOIGQUENS ........c..ccveecueecieeereecteesiteeeteesaeesteesseseseessaesssesssesseessesssseenssesnseenseens
Figura 21. Gréfico de contorno YP/X M. extorquens. ......
Figura 22. Perfiles de predicCion Y P/X €N M. @XEOIrGUENS .........c.ccveeecueeiesiesieesiesteeisesieesessessessesssensessessessssssessessenes
Figura 23. Grafico de Pareto QP M. @XEOIrGUENS .........cccueeecuiieiiieeeeieeeeeieeeetee e e etteessatee e svaeeseabeesstseeessbeeesbaeasnsaeaannns
Figura 24. Grafico de contorno P PAra M. EXEOIGUENS .........c.eeceeeiueeeeesieeeseeseeeeseeseeesteesseesseesssessseessseessesssssesseesnes
Figura 25. Perfiles de prediccién de gP para M. extorquens

67



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina cruda en la formulacién
del medio de cultivo

1. OBIJETIVOS

Optimizacién del medio de cultivo, utilizando como fuente de carbono glicerol y metanol
(modelado como subproducto del biodiesel) para producir PHAs a partir de los
microorganismos seleccionados: R. eutropha DSM 545 y M. extorquens DSM 1340.

2. INTRODUCCION

La producciéon microbiana de PHAs, es un proceso bioldgico sobre el cual actlan e intervienen
diversos factores como ser: microorganismo productor, medio de cultivo, relacién fuente de
carbono y sustrato limitante, condiciones ambientales de cultivo, etc. Para el estudio de este
tipo de sistema multivariado, la implementacion de una estrategia estadistica de disefio de
experiencia facilita el trabajo experimental asociado y la interpretacién de los resultados.

Las técnicas de disefio de experiencias, especifican el tipo y nimero de variables a testear en
una serie de experiencias, mientras que la optimizacion permite predecir y modelar, en este
caso, la composicién de un medio de cultivo a partir de los datos experimentales disponibles, y
de la aplicaciéon de modelos matematicos. (Teodfilo y Ferreira 2006). En la Tabla 1, se resumen
las etapas que incluye una estrategia de optimizacion (Rodrigues y lemma 2005).

Tabla 1. Estrategia de optimizacion

ETAPAS OBIJETIVOS SITUACION

e Muchos factores

o . . e Poco conocimiento
. . Identificar las variables mas
Seleccion de variables del proceso y de las

Importantes condiciones deseadas
u optimizadas
Construir los modelos e Pocos factores
Optimizacion predictivos (Factoriales, e Dentro de la region
Superficies de Respuesta) Optima
Andlisis de la superficie de
Validacién de la condiciones respt'Jesta. Confirmar Condicior'me.s Optimas
experimentalmente los definidas

resultados obtenidos.

2.1. Seleccion de los factores a evaluar

En un sistema determinado por diversos factores o variables (se consideran términos
equivalentes), la influencia de dichos factores sobre el sistema puede diferir segun se realicen
variaciones en un factor u en otro o varios factores a la vez. Es por ello, que en una primera
etapa, se realiza una seleccion de factores, con el fin de determinar qué variables
experimentales tienen influencias significativas sobre el sistema. A esto se agrega que pueden
conocerse las interacciones entre variables significativas estadisticamente, y su influencia
sobre el sistema. (Tedfilo y Ferreira 2006) (Rodrigues y lemma 2005).Se debe determinar
ademas las respuestas a través de las cuales se medira la influencia de los diferentes factores
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sobre el sistema. Luego de seleccionar las variables que posiblemente afecten el sistema y la
respuesta a medir, es preciso validar la metodologia experimental, evaluando los costos en
que se incurrira, tiempo requerido para la realizacidén del experimento, etc. Las variables que
no fueron seleccionadas tendran que ser fijadas durante todo el experimento.

En una segunda etapa, se debe escoger el disefio experimental a utilizar para estudiar la
influencia (o efecto) de los diferentes factores, asi como su interaccion sobre el sistema
(Tedfilo y Ferreira 2006).

2.2. Diserios Factoriales completos.

En un disefio de experiencia tipo factorial completo, se investiga la influencia de todas las
variables experimentales de interés y los efectos de interacciéon (entre variables) en la
respuesta o respuestas. Se entiende por efecto a la variacidon ocurrida en la respuesta, cuando
el o los factores se mueven desde el nivel bajo (-) hacia el nivel alto (+), siendo los niveles (+) y
(-) el mayor y menor valor, respectivamente, de la variable en estudio. Los efectos pueden ser
clasificados como efectos principales y efectos de interaccion o de segundo orden (efecto
producto de la interaccién de mas de un factor). Si se investiga una combinacidn de K factores
en dos niveles, un disefio factorial implicara la realizacion de 2* experimentos. (Tedfilo y
Ferreira 2006) (Rodrigues y lemma 2005).

Dado un disefio factorial con n ensayos e y; observaciones individuales, los efectos son dados
por las siguientes ecuaciones:
Z?:lyi

Efectomedio = ecuacion (1)

Sy = Sy .
i=1 l(ﬂn/z i=1710) ecyacion (2)

Efecto =

La ecuacién (1) describe el efecto para la media de todas las observaciones, mientras que la
ecuacion (2) describe el célculo del efecto para las variables e interacciones usando la
diferencia entre las medias de las observaciones en el nivel mas alto (y;(+)) y las medias de las
observaciones en el nivel menor (y,(-)). (Rodrigues y lemma 2005) (Tedfilo y Ferreira 2006)

2.3. Disenos factoriales fraccionarios

El disefio factorial completo requiere de 2* ensayos (mds sus réplicas) para su ejecucién y por
lo tanto, su principal desventaja es el gran numero de ensayos que deben ser realizados,
especialmente al aumentar el nimero de variables en estudio. Si se considera que los efectos
de alto orden (generalmente para k>4, producto de la interaccién de 4 o mas factores), son
casi siempre no significativos, la realizacién de ensayos para estimar dichos efectos puede ser
irrelevante. A partir de un disefio factorial fraccionario, con un numero menor de
experimentos, es posible obtener informacidn, de aquellos efectos mas importantes y obtener
las mismas conclusiones que si se hubiera realizado un disefio factorial completo.
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Existen muchos y diferentes tipos de diseios factoriales fraccionarios de un disefio 2 kb siendo
k el nUmero de variables y b el tamafio de la fraccidn. El tamafio de la fraccion influye en el
posible nimero de efectos a ser estimados y consecuentemente, el nimero de experiencias a
realizar (Rodrigues y lemma 2005) (Tedfilo y Ferreira 2006).

Normalmente, para la construccién del disefio factorial fraccionario deseado, se utiliza un
disefio factorial completo. Como ejemplo, se presenta un disefio 2°* construido a partir de un
disefio factorial completo con dos variables: V1 y V2. La Tabla 3 muestra el disefo factorial
completo con tres variables, requiere de 8 experiencias. Cuatro experimentos (Tabla 2) seran
necesarios para implementar la planificacion 2>, y a partir de los resultados, se pueden
obtener los principales efectos de las dos variables y el efecto interaccién (V1 V2). Los signos
de las columnas X1 y X2 corresponden a los signos de las primeras cuatro filas del disefio
factorial completo. La columna de la matriz de coeficientes responsable de contraste
interaccion (X3) se obtiene multiplicando los elementos de la columna V1 variable con los
elementos correspondientes de la variable V2. Las columnas V1, V2 y V1V2 de la matriz de
planificacién de coeficientes de contraste factorial completo, definen la configuracién de una
planificacién disefio factorial fraccional con tres variables usando solamente el cuatro ensayos
(Tabla 3), donde V1 V2, y V1V2 se sustituye por las variables independientes x1, x2 y x3. Como
el nimero de experimentos es la mitad de un disefio completo, el planeamiento fraccional es
un medio de un factorial 2° (1/2 *2° = 223 =2°"). (Tabla 2y Tabla 3).

Tabla 2. Planeamiento factorial fraccionario 2°* a partir de un factorial completo 22

Nexp.™ x, (V) x (V) x (V¥
5 -1 -1 1
2 1 -1 -1
3 -1 1 -1
] 1 1 1

N° exp*: equivalente al disefio factorial completo

Tabla 3. Planeamiento factorial completo 23
N exp. X, x, X,
I -1 -1 -1
2 1 -1 -1
3 - 1 -1
4 1 1 -1
5 -1 -1 1
b 1 -1 1
7 -1 1 1
b 1 1 1

70



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina cruda en la formulacién
del medio de cultivo

2.3.1. Efectos confundidos y resolucion

Cuando se realizan disefios factoriales fraccionados hay pérdida de informacion. Los
principales efectos se mezclan con los efectos de interaccién y este efecto se magnifica al
aumentar la fraccién de la planificacion.

En la Tabla 4, se presenta un disefio para una planificacién 2°*. El objetivo es obtener todos los
efectos principales y todos los posibles efectos de interacciéon mediante la realizacion de sdlo
16 pruebas.

La matriz de planificacion se hace de una planificacién 2°. La variable (signo) de columna (5) se
obtiene a partir de la multiplicacidon de los signos de las otras columnas (1,2,3,4). Asi, 5(+) =
1234[(-)x(-)x(-)x(-)] se denomina generador de una planificacién fraccionaria. Se observa de la
Tabla 4 que los coeficientes de contraste (signos positivo o negativo de los efectos principales
y los efectos de interaccion) de 123 tienen los mismos signos que 45. Esto demuestra que los
efectos estimados por estas dos interacciones son las mismas, o pueden confundirse, y asi
llamado alias entre si.

Tabla 4. Coeficientes de contraste para un disefio 2 >t

N exp. 1 2 3 4 5 1234 123 45 2345
1 - - - - + + - - -
2 - - - - - - + + -
3 - + - - - - - + -
4 - + - - + + - - -
5 - - + - - - - + -
6 - - + - + + - - -
7 - + + - + + - - -
B - + + - - - + + -
0 - - - ¥ - - - . +
10 - - - - + + + + -
11 - + - - + + + + -
12 - + - - - - - - -
13 - - + - + + + + -
14 - - + - - - - - -
15 - + + - - - - - -
16 - + + - + + - + -

La media fraccidn de la planificacién en la Tabla 4 se obtuvo desde el generador (5 = 1234), sin
embargo, para conocer la identidad un alias se lleva a cabo una definicion de contrastes a
partir de la relacién dada por la ecuacién 3.

I=12345
Ecuacion (3)

El alias se obtiene de multiplicar el contraste por cada uno de los efectos. Por ej., El alias de 1
se obtiene multiplicando 1 por 12345. Como regla general, no se toman en cuenta los términos
que se repiten. Por lo tanto, 2345 = 112345. Por los que efecto del factor 1, se confundira con
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el efecto de interaccion de los factores 2, 3,4 y 5.Para efecto de interaccion 12 el alias 1212345
es = 345, (Tedfilo y Ferreira 2006)

La resolucién de la planificacion define el orden en el que se confunden efectos y se define por
un numero romano colocado después de la planificacién o subindice.

En general, la resolucién es valor del nUmero de factores que constituyen el término de menor
longitud en las definiciones de contrastes:

Resolucién lll. Ningun efecto principal se confunde con otro efecto principal, pero los efectos
principales se confunden con interacciones de dos factores y estas con otras iteracciones de
dos factores.

Resolucién V. Los efectos principales no se confunden entre factores principales ni con
interacciones de dos factores. Pero las interacciones de dos factores se confunden entre ellas.

Resolucién V. Los efectos principales no se confunden entre factores principales ni con
interacciones de dos factores, las interacciones de dos factores no se confunden entre ellas,
pero estas se confunden con las interacciones de tres factores (Tedfilo y Ferreira 2006).

2.4. Disefrios factoriales con punto central.

En los disefos factoriales con punto central se evalla la respuesta del sistema frente a la
variacion de tres niveles: un nivel superior (+), un nivel inferior (-) y un valor central promedio
(nivel cero).

En los disefios factoriales es necesaria la realizacién de réplicas de las experiencias realizadas
para determinar el error y parametros estadisticos. En muchos casos la realizacién de réplicas
en cada punto experimental puede ser inconveniente por diversos motivos. Entre estas
razones se encuentran: costos en los que se incurre al realizar mdas experimentos y el tiempo
requerido para llevar adelante dichas experiencias (Teéfilo y Ferreira 2006).

Por ello, para afrontar estas dificultades y obtener una buena estimacion del error,
habitualmente se introducen réplicas de experimentos sdlo en el punto central. En este punto
se emplean los valores medios de todas las variables tenidas en cuenta en el disefio. Estas
variables son evaluadas en el nivel cero. (Teéfilo y Ferreira 2006)

Esto permite validar la significancia de los efectos o de los coeficientes, tanto en experimentos
preliminares como en metodologias de superficie de respuesta. (Rodrigues y lemma 2005)
(Tedfilo y Ferreira 2006)

Existen otras ventajas en la inclusién de experimentos en el punto central que se mencionan a
continuacion:

e Se minimiza el riesgo de perder la relacién lineal entre los intervalos.

e Es posible estimar un modelo razonable y verificar si existe falta de ajuste.

e Permite optimizar mediante metodologia de superficie de respuesta

e Se puede utilizar tanto para disefios factoriales completos como fraccionarios.
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e Permite determinar efecto de curvatura (existencia de un minimo o un maximo)
dentro del rango experimental evaluado.

En la Figura 1 se presenta un disefio factorial 2* con punto central

>€l ".’ .................

Figura 1. Diseiio factorial 2 con punto central

2.5. Modelos matematicos.

El sistema estudiado o dominio experimental puede ser representado por alguna funcion
matemadtica en la que se encuentran reflejadas las variables experimentales. Normalmente
esta funcidn se puede aproximar a un polinomio y describir la relacidon existente entre los
factores experimentales y la respuesta obtenida. (Rodrigues y lemma 2005) (Tedfilo y Ferreira
2006)

El orden del polinomio esta limitado por el tipo de disefio experimental utilizado. Por ejemplo
los disefios factoriales de dos niveles tanto completos como fraccionarios solo pueden estimar
efectos principales e interacciones (términos lineales). En cambio los disefios factoriales de
tres niveles o mas, pueden estimar ademas de lo anterior mencionado, el grado de curvatura
en la respuesta. (Tedfilo y Ferreira 2006)

Como modelos son utilizados los polinomios mas simples, o sea aquellos que contienen los
términos lineales. Considerando un ejemplo para tres variables x;, X,, X3 seria la ecuacién (4),
que contiene solo los efectos principales y la ecuacidn (5) que considera ademas, los efectos
de interaccidén entre los factores:

y=bo+b1x1+b2x2+b3x3+e ecuacién(4)

y=bo+b1x1+b2x2+b3x3+b12x1x2+b13x1x3+b23x2x3+b123x1x2x3+e ecuacién(5)
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El coeficiente by representa al valor de la media poblacional de todas las respuestas obtenidas,
b1, by, bs, son los coeficientes relacionados con las variables x;, X,, y X3 respectivamente. El
término e representa el error aleatorio asociado al modelo.

En el caso de la ecuacion (5) by, bis, bys son los coeficientes para las interacciones x;X,, X1Xs,
X,X3 Y b1ys es el coeficiente para la interaccion x1x,xs. (Tedfilo y Ferreira 2006)

A partir del disefio armado se puede construir la matriz de coeficientes de contraste X y junto
con el vector de respuestas y obtenido experimentalmente, se podran calcular los coeficientes
del modelo, conocidos como vector de regresion (b).

El modelo descrito en las ecuaciones (4) y (5) puede ser representado matricialmente por la
ecuacion (6).

¥ = Xb ecuacion (6)

N
Donde Y es el vector de las respuestas estimadas por el modelo, y b es el vector de regresion.

Una manera de determinar el vector de regresién b es través del método de minimos
cuadrados, que es definido por la ecuacién (7) en que X' indica la matriz traspuesta de X.

b=(X"X)"X'y ecuacién (7)
Donde: (X'X)"" es la matriz inversa del producto de la traspuesta de la matriz X con ella misma.

Para un disefio factorial completo la matriz [1/(n *)]JX es cuadrada y ortogonal, donde n
corresponde al nimero de ensayos. Esto ocurre porque las columnas no estdn normalizadas,
por lo tanto X = 1/n X'. En este caso la ecuacidn (7) se resume en la (8).

b=(1/n) X'y ecuacién (8)

La ecuacidn (7) es general y puede ser aplicada a cualquier tipo de disefio factorial, mientras
que la ecuacidn (8) es especifica para un disefio factorial completo, no siendo aplicable en
otros disefios. (Rodrigues y lemma 2005) (Tedfilo y Ferreira 2006)

2.5.1. Estimacidn del error para los efectos a través de repeticiones.

Normalmente los resultados obtenidos en experimentos de disefios factoriales completos o
fraccionarios con repeticiones consisten en una pequefia muestra de un hipotético conjunto
mayor representado por una poblacién. De estos datos se puede obtener una media muestral,
una varianza muestral y un desvio estandar muestral, como se muestra a continuacion:
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ecuacion (9)

r
~ Zi=1Yi
r

2
2 _ ZLr=1(yi—J7)
r—1

T 2
s=+ ’% ecuacién (11)

Donde r es el nimero de réplicas, el nimero de ensayos realizados en un mismo punto

S ecuacion (10)

experimental (nivel), y; son los valores de cada observacidn individual, Y es el valor medio, s’
es la varianza y s la desviacidn estandar (Tedfilo y Ferreira 2006).De esta manera cuando se
realizan repeticiones genuinas la variacion entre las observaciones puede ser utilizada para
estimar el desvio estandar de una simple observacién, y consecuentemente el desvio de los
efectos.

Cuando en un disefio se realizan pocas repeticiones en cada punto experimental, ej 2<r<10,
habrd pocos grados de libertad para el célculo de la varianza. Una manera de obtener un
numero mayor de grados de libertad es realizando una estimacién en conjunto de las varianzas
conforme a la ecuacién (12). (Tedfilo y Ferreira 2006)

2 Z?:l(ri_l)siz

Cc

===L—=L ecuacién (12)

S¢ T (e

v=Y",(;—1) ecuacién (13)

s refleja a la varianza conjunta de cada observacion individual y; siendo el error estandar igual
a la raiz cuadrada del mismo. (Teéfilo y Ferreira 2006)

La ecuacion (13) representa el numero de grados de libertad de la estimacidn conjunta, y es
designada por v.

2.5.2. Estimacion de los errores para los efectos y coeficientes a partir de
repeticiones en el punto central.

A partir de las repeticiones realizadas en el punto central, es posible obtener la media y la
varianza de las réplicas de acuerdo con las ecuaciones (9) y (10) respectivamente. (Tedfilo y
Ferreira 2006)
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2.5.3. Identificacidn de los efectos y coeficientes significativos.

Existen diferentes métodos para validar que efectos y coeficientes son significativos en el
estudio; entre los mas usados se destacan el Analisis de Varianza (ANOVA) o Grifico de
Probabilidad Normal (para distribucidn normal), y la comparacién de efectos con una medida
independiente de la variabilidad. (Tedfilo y Ferreira 2006)

En este trabajo las validaciones de significancia fueron realizadas utilizando el test t- Student
(para distribucion de Student). La comparacion se realiza a través del valor p.(ANOVA)

En este se considera como Hipdtesis Nula (Hy) que el valor del efecto se confunde con su error.
A partir de esto se llega a la siguiente regla de decision:

Rechazo de la Hipdtesis Nula con un 95% de nivel de confianza, cuando el valor de t,,. Se situa
fuera del intervalo: # tof It.l 2 ta ). Esto equivale a decir que el valor del estadistico
muestral observado es significativo en el nivel definido.

Aceptacion de la Hipdtesis Nula en el caso contrario.

Otra manera de llegar a las mismas conclusiones es comparar el valor p del test estadistico
muestral con el nivel de significancia a. El valor p del test estadistico muestral es el menor
nivel de significancia para que se rechace Hy. En este sentido se compara el valor p con a y si el
valor p £ a se rechaza Hy, en el caso contrario se acepta.

Especificamente el valor de p representa la probabilidad de validar el error en el resultado
observado, y es representativo de la poblacidn. (Tedfilo y Ferreira 2006)

2.6. Metodologia de la Superficie de Respuesta.

Después de la realizacién de los experimentos preliminares se seleccionan los factores
significativos y se ejecuta una metodologia de analisis de superficies de respuestas para la
optimizacidn del experimento. En este sentido optimizar significa encontrar los valores de las
variables que van a producir la mejor respuesta deseada, esto es encontrar una regién éptima
en la superficie definida por los factores. (Tedfilo y Ferreira 2006).

La Metodologia de Superficies de Respuesta (RSM) es un conjunto de técnicas matematicas
utilizadas en el tratamiento de problemas en los que una respuesta de interés esta influida por
varios factores de caracter cuantitativo. El propdsito inicial de estas técnicas es disefiar un
experimento que proporcione valores razonables de la variable respuesta y, a continuacion,
determinar el modelo matematico que mejor se ajusta a los datos obtenidos. El objetivo final
es establecer los valores de los factores que optimizan el valor de la variable respuesta.
(Fernandez Melcon y Pifieiro Barcia 2004)

Si el valor real esperado, n, que toma la variable de interés considerada estd influido por los
niveles de k factores cuantitativos, X1, X2, ..., Xk, esto significa que existe alguna funcién de X1,
X2, ..., Xk (que se supone continua en Xi, Vi=1...k proporciona el correspondiente valor de n
para alguna combinacién dada de niveles: n = f (X1, X2, ..., Xk) de tal forma que la variable
respuesta puede expresarse como: Y =n+¢& = (X1, X2, ..., Xk) + €, donde € es el error
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observado en la respuesta. La relacion n = f (X1, X2, ..., Xk) existente entre n y los niveles de los
k factores puede representarse a través de una hipersuperficie: la superficie de respuesta.
(Fernandez Melcon y Pifieiro Barcia 2004)

Una técnica utilizada para ayudar a visualizar la forma que puede tener una superficie de
respuesta tridimensional, consiste en representar la grafica de contornos de la superficie, en la
que se trazan las denominadas lineas de contorno, que son curvas correspondientes a valores
constantes de la respuesta sobre el plano X1X2 (plano cuyos ejes coordenados vienen dados
por los niveles X1 y X2 de los factores). Geométricamente, cada linea de contorno es una
proyeccion sobre el plano X1X2 de una seccién de la superficie de respuesta al intersectar con
un plano paralelo al X1X2. La grafica de contornos resulta util para estudiar los niveles de los
factores en los que se da un cambio en la forma o altura de la superficie de respuesta.
(Fernandez Melcon y Pifieiro Barcia 2004)

La forma de la funcién f que determina la relacidn entre los factores y la variable respuesta es,
en general, desconocida, por lo que el primer objetivo de la RSM consiste en establecer
experimentalmente una aproximacion apropiada de la funcién f. Para ello, se propone un
modelo de ecuacidn, generalmente polindmico, en los k factores X1, X2, ..., Xk y se selecciona
un conjunto de tratamientos sobre los que realizar las observaciones experimentales, que se
utilizaran tanto para obtener estimaciones de los coeficientes en el modelo propuesto (por
ejemplo, a través del método de minimos cuadrados) como para obtener una estimacion de la
variacion del error experimental . Se realizan, entonces, contrastes sobre las estimaciones de
los parametros y sobre el ajuste del modelo y si el modelo se considera adecuado
estadisticamente, puede utilizarse como funcidn de aproximacion. En tal caso, el estudio de la
superficie de respuesta se hace en términos de la superficie ajustada, estimada o esperada,
pues su analisis sera aproximadamente equivalente al del sistema real. (Fernandez Melcon y
Pifieiro Barcia 2004)

Los polinomios usados mas frecuentemente como funciones de estimacién son los de érdenes
uno y dos, que proporcionan, respectivamente los siguientes modelos:

K
modelo de primer orden = Y =B, + Z B, X, +¢
i-1

k k
- > »2 P—
modelo de segundo orden = Y =§, —f—ZSi X, +Zeﬂ X +Zﬁi- N. X +¢
p i TSI
1=] 1=1 1]
i(q
En la construccién de modelos de superficies de respuesta, es muy comun la codificacién de
los valores reales de los niveles de los factores, pues las distancias medidas sobre los ejes de
las variables codificadas en el espacio k-dimensional se convierten en estandar, lo que facilita
considerablemente los célculos que deben llevarse a cabo para obtener el modelo de
aproximacion e incrementa el ajuste en la estimacion de los coeficientes. (Fernandez Melcon y
Pifieiro Barcia 2004)

Una féormula que suele resultar atil para codificar los valores de los factores es la siguiente:
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s

XiNInf + XiNSup
i 2 X, -(X,)
x, = - Tl e D A
XiNSup - XiNInf XiNSuP - XiNqu

X es la media entre los valores mas alto y mas bajo del nivel i = 1, ...,n. d XiNInf = valor del nivel
mas bajo del factor i y XiNSup = valor del nivel mas alto del factorivy,

El primer intento de ajuste se hace, generalmente, aproximando a través de un modelo de
primer orden, generalmente a partir de disefios de experiencias de tipo factorial de dos niveles
con interaccién de factores.

Cuando existe curvatura en la superficie de respuesta, el modelo de primer orden no es una
aproximacién adecuada y es necesario utilizar un modelo que ajuste mejor. Se emplea
entonces un modelo de segundo orden como ser, disefios factoriales con punto central (3
niveles de variables), disefio central compuesto (5 niveles de variables) etc.

Luego de obtenido el modelo se determinan los niveles codificados de los factores que
maximizan la expresidén matematica obtenida. (Fernandez Melcon y Pifieiro Barcia 2004)

3. MATERIALES Y METODOS

El componente clave para la sintesis microbiana de PHAs es la relacién entre la fuente de
carbono y el nutriente limitante en el medio de cultivo. Se ha reportado en diversas
publicaciones que los nutrientes limitantes de mayor influencia en la sintesis de PHAs son la
fuente de nitrégeno y de fdsforo. De esta forma, la seleccién de los factores a optimizar se
realizd en base al conocimiento del sistema reportado por otros investigadores (Naranjo Vasco
2010) (Volova 2004). Los componentes del medio de cultivo evaluados fueron: fuente de
carbono, fuente de nitrogeno y fuente de fosforo. Para la optimizacién del medio de cultivo se
utilizé un disefio experimental factorial fraccionario con punto central 2**, para cada una de
la cepas siendo los factores del medio de cultivo evaluados: Metanol/Glicerol (%v/v)
(manteniendo la relacién del subproducto modelo), (NH,4),SO, (g/L), Na,HPO,.12H,0 (g/L) y
KH,PO, (g/L), correspondientes a la fuente de carbono, fuente de nitrégeno y fuentes de
fosforo del microorganismo. Los factores a optimizar asi como las fuentes de nitrégeno y
fosforo se seleccionaron a partir la revisién bibliografica. (Volova 2004) (Naranjo Vasco 2010)
(Mokhtari-Hosseini, y otros 2009) (Braunegg, Lefebvre y Genzer 1998) (Lee 1996).

En la Tabla 5 se muestra el disefio de experiencia utilizado en ambas cepas:
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.~ . . . 4-1
Tabla 5. Disefo factorial fraccionario 2 " con punto central

Ensayos Factor X1 Factor X2 Factor X3 Factor X4
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 -1 -1
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1

pcl 0 0 0 0
pc2 0 0 0 0
pc3 0 0 0 0

3.1. R. eutropha DSM 545

Se utiliza el stock de trabajo generado, descrito en el Capitulo 4. La cepa fue mantenida en
tubos inclinados de agar nutriente con glicerol (1 %) a 4 2C hasta ser utilizados.

3.2. M. extorquens DSM 1340

Se utiliza el stock de trabajo generado, descrito en el Capitulo 4. La cepa fue mantenida en
tubos inclinados de agar nutriente con metanol (1 %) a 4 2C hasta ser utilizados.

3.3. Optimizacion del medio de cultivo de R. eutropha DSM 545

3.3.1. Medio de cultivo base

Se utilizé un medio base, optimizado para R. eutropha DSM 545, descrito por (Martinez, y
otros 2009) constituido por 0.2 g/L MgS0,.7H,0; 0.06 g/L citrato de amonio y hierro (lll), 0.01
g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de solucién de metales traza. La solucién de metales traza consiste
en: 0.3 g/L H,BO,, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnSO,.7H,0, 0.03 g/L NaMo00,.2H,0, 0.2 g/L
NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS0,.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0. La concentracién de la fuente de
nitrégeno, (NH,4),SO,, fuentes de fésforo, KH,PO, y Na,HPO, y glicerol crudo modelado para
cada experiencia se describen en el disefio de la experiencia (3.3.2). El pH se ajust6 a 7.0 con
5.0 N NaOH 6 5.0 N HCI. El medio de cultivo fue esterilizado a 121 2C separando las fuentes de
carbono, fosforo, nitrogeno y otras sales. El metanol fue esterilizado mediante filtracion.

3.3.2. Disefio de experiencia: Factores y niveles ensayados

Se establecieron 3 niveles para cada factor (-1), (0), (1), siendo los valores asignados basados
en la bibliografia consultada (Marangoni, Furigo y Aragao 2002) (Martinez, y otros 2009)
(Volova 2004) (Cavalheiro, y otros 2009) (Tabla 6).
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Tabla 6. Niveles de factores para R. eutropha DSM 545

Nivel
Factor -1 0 1
X1: Metanol/Glicerol (g/L) 3,96/8,38 10.88/23.10 17.80/37.83
X2: (NH,),S0, (g/L) 0,50 1,25 2,00
X3: Na2HPO4.12H20 (g/L) 4,00 7,00 10,00
X4: KH,PO, (g/L) 0,20 1,10 2,00

3.3.3. Condiciones de cultivo

El in6culo se prepard por duplicado en Erlenmayer de 1 L conteniendo 200 mL del medio de
cultivo de cada experiencia, en shaker orbital durante 12 h a 250 rpm y 352C. Como semilla
inicial se utilizé el contenido de 2 tubos inclinados (ver punto 3.1), suspendidos en suero
fisiolégico estéril.

Los ensayos se realizaron en matraces de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo y
0.5 g/L de indculo, incubados en shaker orbital a 352C y 250 rpm durante 48 horas.

Las condiciones de incubaciéon (Temperatura, agitacién y tiempo de incubacién) fueron
seleccionadas en base a la bibliografia consultada (Cavalheiro, y otros 2009) (Martinez, y otros
2009) (Marangoni, Furigo y Aragao 2002) .

3.4. Optimizacion del medio de cultivo de M. extorquens DSM 545
3.4.1. Medio de cultivo base

Se utilizd un medio base descrito segin (Mokhtari-Hosseini, y otros 2009): 1.0 mL/L de
solucion de metales traza. La solucion de metales traza consiste en: ZnS0,.7H,0 1.5 mg/L,
Na,Mo00,.2H,0 0.04 mg/L, CuSO,.5H,0 0.04 mg/L, CaCl,. 6H,0 0.6 mg/L, H;BO; 0.2 mg/L,
MgS0,.7H,0 5 mg/L, FeS0,.7H,0 20 mg/L. La concentracién de la fuente de nitrégeno,
(NH,),SO, fuentes de fésforo, KH,PO, y Na,HPO, vy glicerol crudo modelado para cada
experiencia se describen en el disefio de la experiencia 3.4.2. El pH se ajusté a 7.0 con 5.0 N
NaOH 6 5.0 N HCI. El medio de cultivo fue esterilizado a 121 2C separando las fuentes de
carbono, fosforo, nitrogeno y otras sales. El metanol fue esterilizado mediante filtracion.

3.4.2. Disefio de experiencia: Factores y niveles ensayados

Se establecieron 3 niveles para cada factor (-1), (0), (1), siendo los valores asignados basados
en la bibliografia consultada (Mokhtari-Hosseini, y otros 2009). (Tabla 7)
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Tabla 7. Niveles de factores para M. extorquens DSM 1340

-1 0 1

X1 Metanol/Glicerol (g/L) 0,79/1,76 7,75/10,60  8,70/19,42
X2 (NH,),S0, (g/L) 0,50 1,25 2,00
X3 KH,PO, (g/L) 3,00 5,00 7,00
X4 Na,HPO,.12H,0 (g/L) 0,20 1,10 2,00

3.4.3. Condiciones de cultivo

El in6culo se prepard por duplicado en Erlenmayer de 1 L conteniendo 200 mL del medio de
cultivo correspondiente a cada experiencia, en shaker orbital durante 12 h a 250 rpm y 30°C.
Como semilla inicial se utilizd el contenido de 2 slants (ver punto 3.1), suspendidos en suero
fisiolégico estéril.

Los ensayos se realizaron en matraces de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo y
0.5 g/L de indculo, incubados en shaker orbital a302Cy 250 rpm durante 92 horas.

Las condiciones de incubacion (Temperatura, agitacion y tiempo de incubacién) fueron
seleccionadas en base a la bibliografia consultada (Mokhtari-Hosseini, y otros 2009).

3.5. Métodos analiticos

Se determind: biomasa (peso seco y turbidimetria), glicerol y metanol consumidos (HPLC) y
PHAs producidos (kit enzimatico) (Ver Anexo técnicas analiticas). Para verificar la pureza del
cultivo de realizaron frotis con tincién de Gram y para verificar la presencia de inclusiones de
PHAs con tincidon de Negro Sudan.

3.6. Evaluacion de respuestas
Se calcularon:
Y X/S: Rendimiento de biomasa basado en consumo de sustratos (g/g)
Y P/S: Rendimiento de producto basado en consumo de sustratos (g/g)
Y P/X: Rendimiento de producto basado en biomasa generada (g/g)
QP: Productividad volumétrica de producto (g/Lh)
gP: Productividad especifica de producto (g/gh)

3.7. Analisis estadistico

Para la realizacion de los calculos del disefio experimental y estadisticos, se utilizaron planillas
electrénicas elaboradas por UNICAMP y el software Statistica®.
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Optimizacion del

uso de glicerina

formulacion del medio de cultivo

4.1. Optimizacion del medio de cultivo de R. eutropha

4.1.1. Rendimientos y productividades

cruda en |la

Se resumen en la Tabla 8 los resultados obtenidos para las experiencias del disefo, luego de 48

horas de incubacién. No se registré consumo de metanol a lo largo del tiempo de incubacién.

Tabla 8. Resultados R. eutropha
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Matraz Biomasa Consumo glicerol PHA YP/X QP Yx/s qP YP/S

(g/L) (g/L) (g/L) (g/g) (g/Lh) (s/g) (g/gh) (g/g)
1 1,24 2,26 0,68 0,55 0,014 0,55 0,011 0,30
2 1,35 3,99 0,49 0,36 0,010 0,34 0,008 0,12
3 3,27 6,43 0,60 0,18 0,013 0,51 0,004 0,09
4 1,95 4,27 0,40 0,21 0,008 0,46 0,004 0,09
5 1,85 2,55 0,50 0,27 0,010 0,73 0,006 0,20
6 1,09 4,66 0,36 0,33 0,007 0,23 0,007 0,08
7 2,35 4,91 0,37 0,16 0,008 0,48 0,003 0,08
8 4,07 8,24 0,52 0,13 0,011 0,49 0,003 0,06
9 2,85 9,59 0,68 0,24 0,014 0,30 0,005 0,07
10 3,15 6,85 0,69 0,22 0,014 0,46 0,005 0,10
11 3,67 9,38 0,70 0,19 0,015 0,39 0,004 0,07

4.1.2. Evaluacion del rendimiento de producto en funcion de biomasa

En laTabla 9 se muestran los resultados obtenidos del andlisis estadistico. Se detallan, el valor y

signo de los efectos, error, estadistico t-Student, p, y en la dltima columna las equivalencias de los

efectos que se confunden. A los efectos estadisticamente significativos (p<0.05) se les asigna la

sigla SG.

C1, C2, C3 y C4 representan los efectos principales de X1, X2, X3 y X4, respectivamente. C12,
representa el efecto de la interaccidén de los factores X1 y X2, C13, el efecto entre los factores X1y

X3y C14, el efecto entre los factores X1 y X4.
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Tabla 9. Analisis estadistico Y P/X R.eutropha

Ensayos X3 Xz X3 Xa YP/X Efectos Error  t(2) P Confundidos
1 -1 -1 -1 -1 0,55 SG Media 0,257 + 0,01 34,46 8E-04 1 234
2 1 -1 -1 1 0,36 c1 -0,034 + 0,02 1,963 0,189 2 134
3 -1 1 -1 1 0,18 SG c2 -0,208 + 0,02 11,87 0,007 3 124
4 1 1 -1 -1 0,21 SG c3 -0,105 + 0,02 6,0086 0,027 4 123
5 -1 -1 1 1 0,27 c4 -0075 * 0,02 4,2569 0,051 12 34
6 1 -1 1 -1 0,33 ci12 0,032 + 0,02 18261 0,209 13 24
7 -1 1 1 -1 0,16 Cci3 0,048 + 0,02 2,7642 0,11 14 23
8 11 1 1 0.13 C14 0052 + 0,02 2,993 0,096

pcl 0 0 0 0 0,24 Nivel de significancia a: 0,050 ii
pc2 o 0o 0 0 0.22
pc3 0O 0 0 0 0.19
Media - pc 0,216 QDR nNnPg
Varianza - pc 604 )
Desviacion estandar - pc 0,025

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes
efectos:

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta YP/X)

e (2, representando el factor X2 (NH,4),SO,
e (3, representando el factor X3 (KH,PO,))

De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C2
((NH,4),S0,). Esto se visualiza en el gréfico de Pareto estandarizado
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Y P/X
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0006333
DV:Y P/X

(2)(NH4)2SO, 388 - 11,6604

(3)KH,PO,

(4)Na,HPO,,12H,0

Curvatr.
1lby4
1by3
1by2 ,826342
(1)Gly/Meth & -1,82634

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 2. Gréfico de Pareto estandarizado YP/X R. eutropha

El ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes (efectos C) analizados,
mediante test de Fisher se adjunta en el ANEXO Capitulo 5. El efecto de curvatura en el modelo
no es significativo estadisticamente y se observa linealidad entre los datos observados y los
predichos por el modelo del disefio (ANEXO Capitulo 5).Para culminar con la validacién se
realizo el histograma de los residuos con distribucion de tipo normal (ANEXO Capitulo 5).En la
Figura 3 se presenta el analisis del grafico de contorno para la respuesta evaluada.Los factores
se grafican con su valores codificados (-1 a 1) tomados de a dos factores y tomando el resto de
los factores en el nivel cero y constantes.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
Y P/X R.eutropha
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Figura 3. Gréfico de contorno Y P/X R.eutropha

Andlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,4),S0O,4: Se observa que la respuesta es mayor a niveles
de valores de (NH,),SO, y Glicerol/Metanol inferiores.

e Grafico 2: KH,PO, s Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
los niveles de Glicerol/Metanol y KH,PO, son inferiores.

e Grdfico 3: (KH,PO,) vs ((NH,4),S0,). Se obtiene mayor respuesta a bajos valores de niveles
de ((NH,4);:S04) y (KH2PO,).

e Grafico 4: (Na,HPO,.12H,0) vs Glicerol/Metanol, La respuesta se hace mayor al disminuir
el nivel de. Na,HPO,4.12H,0 y de Glicerol/Metanol.

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,),SO, la respuesta aumenta a niveles bajos de
(Na,HPO,.12H,0) y (NH,),S0,.

e Grafico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PO,), Se observa mayor nivel de respuesta a bajos
niveles de Na,HPO,4.12H,0 y KH,PO,.

A través de los perfiles de prediccion se determina el éptimo nivel para cada uno de los factores, de

forma de maximizar la respuesta.
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Profiles for Predicted Values and Desirability
Gly/Meth (NH),SO, KHoPO, Na;HPO,,12H,0 Desirability
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Figura 4. Perfiles de prediccion Y P/X R. eutropha

Se presentan en la Tabla 10, los niveles codificados de los factores (X1, X2, X3 y X4) que
maximizan la respuesta (valor deseado codificado), junto con el valor predicho (YP/X g/g) por el
modelo y el intervalo de confianza.

Tabla 10. Niveles 6ptimos Y P/X R. eutropha

Current factor settings and predicted responses (PHB fraccionario ralstonia) Predicted responses at
the current level of each factor in the model

X1 X2 | X3 X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl
-,9999 -1, -1, |-,9999 0,549987 0,999969 0,441712 0,658261
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4.1.3. Andlisis del rendimiento de biomasa en funcidn del sustrato consumido

En la Tabla 11 se presenta el andlisis estadistico realizado.

Tabla 11. Analisis YX/S en R.eutropha

Ensayos X1 Xz Xz X4 Y XIS Efectos Error t(2) p Confundidos
1 4 1 1 055 56 Media 0449 + 002 18229 0,003 1 2%
2 101 a1 0,34 Cl 0184 + 006 31813 0,086 o 134
3 401 1 1 0,51 C2 0023 + 006 04021 0,726 3 124
4 101 a1 4 0,46 C3 0021 + 006 03586 0,754 4 12
5 1401 11 0.73 C4a 008 + 006 1,5296 0,266 1 3
6 101 1 4 0.23 Cl2 0166 + 006 28724 0,103 13
7 401 1 - 0,48 C13 0055 + 006 09491 0,443 1 %
8 101 1 1 0.49 Cl4 -0,017 + 006 02994 0793
pcl 0 0 0 0 0.30 Nivel de significanciaa: 0,050 ii
pc2 0 0 0 0 0,46
pc3 0 0 0 0 0,39
Média - pc 0,383 @cmpq
Varianza - pc 0,007 Canseiho Nackanal de Desenvodmenta

Clentiica & Tecnolégico

Desviacion std - pc 0,082

Solo la media es estadisticamente significativa, por lo que el modelo planteado, no representa
los resultados obtenidos experimentalmente. (No se obtiene relacion entre los factores
evaluados y la respuesta).
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4.1.4. Analisis del rendimiento de producto basado en sustrato consumido

El analisis estadistico para la respuesta Y P/S se presenta a continuacién en la Tabla 12.

Tabla 12. Andlisis estadistico Y P/S R. eutropha

Ensayos X1 Xz Xz X4 Y P/S Efectos Error t(2) p Confundidos
1 4 1 1 030 SG Media 0115 * 0 23627 0,002 1 2%
2 101 a1 012 56 c1 0077 + 001 6719 0,021 o 134
3 401 1 1 009 56 c2 0002 + 001 80576 0,015 3 124
4 101 a1 4 009 s c3 005 + 001 43713 0,049 4 12
5 1401 11 0,20 C4 0018 + 001 1,5594 0,259 1 3
6 101 1 4 008 55 c12 0072 + 001 62737 0,024 13
7 401 1 - 0.08 C13 0011 + 001 0987 0,428 1 %
8 101 1 1 0.06 Cl4 0025 + 001 22008 0,159
pcl 0 0 0 0 0,07 Nivel de significanciaa: 0,050 il
pc2 0 0 0 0 0.10
pc3 0 0 0 0 0,07
Media - pc 0,082 @cmpq
Varianza - pc 3E-04 o Mol e Desecimenic
Desviacion std - pc 0,016

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes

efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta YP/S)

e (12, representando el efecto de interaccidn entre el factor X1 (Glicerol/Metanol) y

X2((NH;),S04).
Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta YP/S)

e (1, representando el factor X1 Glicerol/Metanol
e (2, representando el factor X2 (NH,4),SO,
e (3, representando el factor X3 (KH,PO,))

Siendo el efecto mas significativo en valor absoluto la fuente de nitrogeno. Esto se visualiza en

el gréfico de Pareto estandarizado
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: YP/S
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0002621
DV: YP/S

(D(NH,S0, |
(1)Gly/Meth

1by2 '
(3)Na,HPO,.12H,0
Curvatr.

1lby4

(4)KH,PO,

1by3 9870496

p=,05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 5. Grafico de Pareto estandarizado para Y P/S en R. eutropha

La validacion de los coeficientes hallados se realiza mediante andlisis de ANOVA, linealidad de
datos observados en funcidn de los datos predichos por el modelo y la distribucidon de los
residuos (ANEXO Capitulo 5). Se validan todos los coeficientes de los efectos encontrados en el
anadlisis anterior (p<0.05). El efecto de curvatura no es significativo estadisticamente
(p>0.05).En ANEXO Capitulo 5 se valida la linealidad entre los datos experimentales y los
predichos por el modelo, a su vez el histograma de los residuos, presenta una distribucion
normal, validando el modelo.

En la Figura 6 se presenta el analisis del grafico de contorno para la respuesta evaluada. Los
factores se grafican en niveles codificados (-1 a +1 ), tomados de a dos factores y manteniendo
el resto de los factores constantes en el nivel codificado cero.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
Y P/S en R. eutropha
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Figura 6.Gréafico de contorno YP/S R.eutropha.

Anadlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,4),SO,: Se observa que la respuesta es mayor a valores
bajos de (NH,4),SO, y Glicerol/Metanol.

e Grafico 2: KH,PO, vs Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
Glicerol/Metanol y KH,PO, es menor.

e Grdfico 3: (KH,PO,) vs ((NH,),SO4). Se obtiene mayor respuesta a bajos niveles de
((NH4),S04) y (KH,PO,).

e Grafico 4: (Na,HPO,4.12H,0) vs Glicerol/Metanol, La respuesta es independiente del nivel
de. Na,HPO,.12H,0 a partir del nivel cero de Glicerol/Metanol.

o Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,),SO, la respuesta aumenta a niveles bajos de
(NH,),SO, y es independiente del nivel de(Na,HPO,.12H,0) a partir del nivel cero de
(NH,4),SO,4

e Grdfico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PO,), Se observa mayor nivel de respuesta a bajos
niveles de Na,HPO,.12H,0 y de KH,PO,.
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Para determinar los niveles codificados de los factores evaluados, se utiliza un grafico de
prediccion. Los resultados se presentan a continuacion.

Profiles for Predicted Values and Desirability

Gly/Meth (NH,),S0, KH,PO, Na,HP0,,12H,0 Desirability
,50000

1T T 11 S
A | I T 3

,18000
YP/S

o
,02000

-,1000

108889 & e U Ly NS S S

o
Desirability

Al iy 1, 1, fl; iy -1, ,99829
,41965

Figura 7. Grafico de perfiles de prediccion YP/S R. eutropha

En la Tabla 13 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4
gue maximizan la respuesta Y P/S (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el
modelo y el intervalo de confianza.

Tabla 13. Niveles de factores optimizados Y P/S R. eutropha

Current factor settings and predicted responses (PHB fracccionario ralstonia) Predicted responses
at the current level of each factor in the model

X1 | X2 X3 X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl
-1, |1, 41965 ,99829 0,336445 0,988890 0,298126 0,374764
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4.1.5. Analisis de la productividad especifica de producto

uso de glicerina

cruda en |la

Se realiza el andlisis estadistico de la respuesta. Los resultados se adjuntan en la Tabla 14

Ensayos

1

2

pcl
pc2

pc3

Tabla 14. Andlisis estadistico qP R.eutropha

qP
0,011

0,008
0,004
0,004
0,006
0,007
0,003
0,003
0,005
0,005

0,004

Média - pc
Varianza - pc

Desviacion std - pc

0,004
3E-07
5E-04

Efectos Erros t(2) p Confundidos

SG Media 0,005 = 0 34,46 8E-04 1 234

C1 -7E-04 = 0 1,963 0,189 2 134
SG Cc2 0004 + O 1187 0,007 3 124
SG C3 -0,002 =+ 0 6,0086 0,027 4 123

Cc4 -0,002 =+ 0 4,2569 0,051 12 34

C12 7E-04 = 0 1,8261 0,209 13 24

C13 0,001 = 0 2,7642 0,11 14 23

C14 0,001 =+ 0 2,993 0,096

Nivel de significanciaa: 0,050 ii

QACNPq

Consefho Nacional de Desenvolvimento
Clentiica & Tecnolégico

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes

efectos:

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta gP.

C2, representando el factor X2 (NH,),SO,4
C3, representando el factor X3 (KH,POy))

De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C2

((NH,4),S0,). Esto se visualiza en el grafico de Pareto estandarizado.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: gP
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000003
DV: gP

(2)(NH,),SO4 -11,0227
(3)KH,PO4 ’

Curvatr.

1lby4
(4)NayHPO4,12H,0 ’/
1by3

(L)Gly/Meth |

1by2

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 8. Grafico de Pareto qP R.eutropha

El ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes (efectos C) analizados,
mediante test de Fisher se adjunta en el ANEXO Capitulo 5. El efecto de curvatura en el modelo
no es significativo estadisticamente. Se verifica la linealidad entre los valores observados y los
predichos por el modelo, (ANEXO Capitulo 5).El histograma de residuos verifica una
distribucién de tipo normal en los mismos (ANEXO Capitulo 5).

En la Figura 9 se presenta el analisis del grafico de contorno para la respuesta evaluada. Los
factores se grafican en niveles codificados (-1 a +1 ), tomados de a dos factores y manteniendo
el resto de los factores constantes en el nivel codificado cero.

93
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
gP R. eutropha
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Figura 9. Grafico de contorno gP R.eutropha

Anadlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,4),SO,: Se observa que la respuesta es mayor a valores
de (NH,),SO, y Glicerol/Metanol bajos.

e Grafico 2: KH,PO, s Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
los niveles de Glicerol/Metanol y KH,PO, son menores.

e Grafico 3: (KH,PO,) vs ((NH4),S0,). Se obtiene mayor respuesta a bajos niveles de
((NH4)2S04) y (KH,PO,)

e Grafico 4: (Na,HPO,.12H,0) vs Glicerol/Metanol, La respuesta se hace mayor al disminuir
los niveles de. Na,HPO,.12H,0 y Glicerol/Metanol.

e Gréfico 5: (Na,HPO,4.12H,0) vs (NH,4),SO, la respuesta aumenta a niveles bajos de
(Na,HPO,.12H,0) y (NH,),S0,.

e Grafico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PO,), Se observa mayor nivel de respuesta a menores
niveles de Na,HPO,4.12H,0 y de KH,PO,.
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Finalmente, a través de los perfiles de prediccién se determinan los valores de nivel de
factores que maximizan la respuesta.

Profiles for Predicted Values and Desirability
Gly/Meth (NH,),SO,4 KH,PO,4 Na,HPO,4,12H,0 Desirability
,01600

T ol

0

,00300

0,0000

99991 -y e e I S —

Figura 10. Perfiles de prediccidn qP R. eutropha

En la Tabla 15 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4
gue maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el
modelo y el intervalo de confianza.

Tabla 15. Niveles 6ptimos de factores qP R. eutropha

Current factor settings and predicted responses (PHB fraccionario ralstonia) Predicted responses at
the current level of each factor in the model

X1 X2 X3 X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl
-,9998 -1, |-,9998 -,9999 0,010999 0,999908 0,008516 0,013483

4.1.6. Analisis de la productividad volumétrica de producto

El analisis estadistico de la respuesta se presenta en la Tabla 16

,01100

,00700

Desirability

qP
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Tabla 16.Anadlisis estadistico QP R. eutropha

Ensayos X1 Xz Xz Xa QP Efectos Error t(2) p Confundidos
1 4 a1 a1 1 9% 56 \vedia 0011 + 0 239,93 2E-05 1 2%
2 1 a1 1 1 990 s 1 0002 + 0 17,722 0,003 2 134
3 4 1 0 1 908 sc o 7E04 £+ 0 60546 0,026 3 124
4 101 a1 a 998 55 3 0002 + 0 2002 0002 4 12
5 4 a2 1 1 900 sc ca 0002 + 0 14008 0,005 1 3
6 1 a2 1 a %997 55 c12 0002 + 0 13744 0,005 13 %
7 4 1 1 1 9098 55 ci13 0002 + 0 18694 0,003 s 28
8 1 01 1 1 901 s cia 0001 + 0 9325 0011
pcl 0 0 0 0 0,014 Nivel de significanciaa: 0,050 ii
pc2 0 0 0 0 0,014
pc3 0 0 0 0 0,015
Media - pc 0,014 @cmpq
Varianza - pc 2E-08 Consaiho Nacionai s Dessnvcivimento

Clentitico e Tecnologico

Desviacion std - pc 2E-04

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes
efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta QP)

e (4, representando el factor X4 (Na,HPO,4.12H,0)

e (12, efecto de interaccion entre X1(Glicerol/Metanol) y X2 (NH,),SO,

e (13, efecto de interaccidn entre X1 (Glicerol/Metanol) y X3 (KH,PO,)

e (14, efecto de interaccidn entre X1 (Glicerol/Metanol) y X4 (Na,HPO,.12H,0)

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta QP)

e (1, representando el factor X1 (Glicerol/Metanol)
e (2, efecto del factor X2 ((NH,4),S0,)
e (3, representando el factor X3 (KH,PO,))

De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto), salvo C2, el resto de los efectos son
del mismo orden, se representa en el grafico de Pareto.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: QP
2**(4-1) design; MS Pure Error=0
DV: QP
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Curvatr.
(3)KH,PO,
1by3 :

(1)Gly/Meth
(4)Na,HPO,,12H,0
1by2
lby4

(2)(NH,)2S0, &

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 11. Grafico de Pareto estandarizado QP R. eutropha

El ANOVA realizado para el modelo presentado, validando los coeficientes (efectos C) analizados,
mediante test de Fisher se presenta en el ANEXO Capitulo 5. El efecto de curvatura en el modelo no
es significativo estadisticamente. El grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales se adjunta en el ANEXO Capitulo 5 al igual que el histograma de
residuos.

En la Figura 12 se muestran los graficos de contorno para el sistema. Los factores se grafican con su
valores codificados (-1 a 1) tomados de a dos factores y tomando el restos de los factores en el
nivel cero y constantes.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
QP R. eutropha

1,0
i
g 04
% 8
T -02
Z 04
06
08
10
1,0 -06 -02 02 06 10
08 -04 00 04 08
Gly/Meth
2 3
1,0 1,0
0,8 0,8
8. i
N 3 § i)
Q 02 Q 02
+ 82 £ 99
¥ .04 ¥ 04
06 f 08
18 == g 28 : ,
11,0 06 02 02 06 1,0 1,0 06 -02 02 06 1,0
08 -04 00 04 08 0,8 04 00 04 08
Gly/Meth (NH,),SO0,
4 5 6
1,0 1,0 1,0
Q 08 Q 08 Q 08
£ 06 £ 06 £ 08
~ 04 ~ 04 ~ 04
3 i %8 38
Q .02 Q -02 Q -02
T -04 T -04F T -04
S 06 06 S 06
E R i ,
10 06 02 02 06 1,0 1,0 06 02 02 06 10 1,0 06 02 02 06 10
08 -04 00 04 08 0,8 -04 00 04 08 08 04 00 04 08
Gly/Meth (NH,),S0, KH,PO,

Figura 12. Grafico de contorno QP R. eutropha

Anadlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,),SO,4: Se observa que la respuesta es mayor a niveles
de valores de (NH,),SO, independientes y niveles de Glicerol/Metanol cercanos al nivel
cero, con efecto de curvatura

e Grafico 2: KH,PO, . Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a en nivel
central de Glicerol/Metanol e independiente de la concentraciéon de KH,PO,. Para niveles
de Glicerol/Metanol menor al nivel central, la respuesta aumenta con menores
concentraciones de la sal. Se observa efecto de curvatura.

e Grdfico 3: (KH,PO,) vs ((NH,4),S0,). Se obtiene la méxima respuesta en casi todo el rango de
niveles de ((NH4),S0,) y de (KH,PO,)

e Grafico 4: (Na,HPO,4.12H,0) vs Glicerol/Metanol, La respuesta se hace mayor al aumentar
el nivel de. Na,HP0O,.12H,0 y en el nivel cero de Glicerol/Metanol. Existe efecto de
curvatura.

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,),SO, la respuesta aumenta a niveles altos de
(Na,HPO,4.12H,0) y bajos de (NH,;),SO,,

e Gréfico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,P0,), Se observa mayor nivel de respuesta a bajos
niveles de KH,PO, en casi todo el rango de Na,HPO,.12H,0.
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A partir de los perfiles de produccion se determinan los niveles para cada factor que maximizan

la respuesta

Profiles for Predicted Values and Desirability

cruda en |la

,00700

Gly/Meth (NH4),S0, KH,PO, Na;HPO,,12H,0 Desirability
,02000
01465 [-oovvmomeeeroneees T s ) S S N - SOV SOUS N FSUUO SUUUOEN SOOI et S B I l % % ,,,,,,,,,
0"
,00400
[ e
K e e s [ B o SN PRSP [ b EE8 SO OO OO0 OSSN G
7 N e
=g
o’
o D OO
1 0 1 1 0 1, 1 5 1 1 1

Figura 13. Grafico de perfiles de prediccion QP, R. eutropha

En la Tabla 17 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4
gue maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el

modelo y el intervalo de confianza.

Tabla 17. Tabla de niveles 6ptimos QP R. eutropha

Current factor settings and predicted responses (PHB fracccionario ralstonia) Predicted responses

at the current level of each factor in the model
X1 X2 | X3 | X4 Predictd Desirbty -95%CI
0,0 00 |05 |1,0 |0,014598 1,000000 0,014138

+95%CI
0,015058

,01500

,01100

Desirability

QP
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4.2. Optimizacion del medio de cultivo de M. extorquens

4.2.1. Rendimientos y productividades

Se resumen en la Tabla 18, los resultados obtenidos luego de 92 horas de incubacidn.

Tabla 18. Rendimientos y productividades M. extroquens

cruda en

Ensayo Biomasa PHA Consumo Glicerol Consumo Metanol YX/S  YP/S Qp qP Y p/x
(/L) (/L) (/L) (/L) (e/g) (s/g) (g/th)  (g/gh) (g/g)

1 0,59 0,36 0,54 1,23 0,33 0,20 0,0038 0,0064 0,61
2 0,99 0,24 6,10 2,50 0,12 0,03 0,0025 10,0025 0,24
3 0,81 0,44 0,37 0,91 0,63 0,34 0,0046 0,0057 0,54
4 0,72 0,36 0,00 1,78 0,40 0,20 0,0038 0,0052 0,50
5 0,86 0,34 0,54 1,14 0,51 0,20 0,0035 0,0041 0,40
6 0,83 0,34 4,89 5,53 0,08 0,03 0,0035 10,0043 0,41
7 0,66 0,34 0,00 1,02 0,65 0,33 0,0035 0,0054 0,52
8 1,36 0,33 5,43 8,57 0,10 0,02 0,0034 0,0025 0,24
9 0,83 0,42 0,00 3,05 0,27 0,14 0,0044 0,0053 0,51
10 0,94 0,49 0,00 3,05 0,31 0,16 0,0051 0,0054 0,52
11 0,88 0,46 0,00 3,05 0,29 0,15 0,0048 0,0054 0,52

En Figura 14, se observa un frotis con tincion de Negro Suddn. Los acimulos de PHAs se observan
en color azul y la parte vegetativa de la célula en rosado.

"‘3{

4.2.2. Evaluacion del

Figura 14. M. extorquens en frotis tincion Negro Sudan

consumido (YP/S).

En la Tabla 19 se muestran los resultados obtenidos del andlisis estadistico. Se detallan, el valor y
signo de los efectos, error, estadistico t-Student, p, y en la dltima columna las equivalencias de los
efectos que se confunden. A los efectos estadisticamente significativos (p<0.05) se les asigna la

sigla SG.

i

rendimiento de producto en funciéon del

sustrato

100
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C1, C2, C3 y C4 representan los efectos principales de X1, X2, X3 y X4, respectivamente. C12,
representa el efecto de la interaccién de los factores X1 y X2, C13, el efecto entre los factores X1y
X3y C14, el efecto entre los factores X1 y X4.

Tabla 19. Anilisis estadistico YP/S en M. extorquens

Ensayos X1 X3 Xz X4 YP/S Efectos Error t(2) p Confundidos
1 4 4 a4 a4 90 s Media 0165 * 0 47,617 4E-04 1 %34
2 1 a1 1 1 %8 56 1 0109 + 001 24446 0,002 o 134
3 4 1 a1 1 9% s 2 0109 + 001 13423 0,006 3 12
4 1 01 1 a1 90 sg 3 0046 + 001 56412 003 4 123
5 4 1 1 1 90 s ¢4 0044 + 001 5363 0033 12 3
6 1 a1 1 o 90 Cl2 0027 + 001 32674 0,082 13
7 4 1 1 a9 55 c13 0041 + 001 50483 0,037 s 23
8 1 1 1 1 %02 55 14 0048 + 001 59033 0,028
pcl 0 0 0 0 014 Nivel de significanciaa: 0,050
pc2 0 0 0 0 0.16
pc3 0 0 0 0 0.15

Media - pc 0,15 @CNPq

Variancia - pc 1E-04 Canseiho Nacionat de Desenvobimento

Cientiico e Tecnoldgica

Desviacion std - pc 0,012

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes
efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta YP/S)
e (2, representando el factor X2 ((NH4)2S04)
Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta YP/S)

e (1, representando el factor X1 (Glicerol/Metanol)

e (3, representando el factor X3 (KH,PO,))

e (4, representando el factor X4 (Na,HPO,.12H,0)

e (13, representando el efecto de interaccién entre X1 y X3 (Glicerol/Metanol KH,PO,) la
interaccién entre los efectos provoca una disminucion de la respuesta

e (14, representando el efecto de interaccion entre X1 y X (Glicerol/Metanol
Na,HPO,4.12H,0) la interaccion entre los efectos provoca una disminucién de la respuesta
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De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C1
(Glicerol/Metanol), seguido de C2 ((NH4)2S04), siendo los restantes efectos principales y los de
interaccion de menor importancia. Esto se visualiza en el grafico de Pareto estandarizado.

(1)Gly/Meth

(2)(NH4)2S04

(3)KH2PO4

1lby4

(4)Na2HPO4,12H20

1by3

1by2

Curvatr.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: YP/S
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0001

DV: YP/S

-27,9307

15,2028

-6,71751

-6,71751

-6,01041

-6,01041

13,88909

2,76956

p=,05

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 15. Grafico de Pareto YP/S M. extorquens

En el ANEXO Capitulo 5 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los
coeficientes (efectos C) analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo no
es significativo estadisticamente. El grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales y el histograma de residuos se adjuntan en ANEXO Capitulo 5. A

continuacién se presentan los graficos de contorno de respuesta. Los factores se grafican con su

valores codificados (-1 a 1) tomados de a dos factores y tomando el restos de los factores en el

nivel cero y constantes.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
Y p;s M. extorquens
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Figura 16. Grafico de contorno YP/S para M. extorquens.

Anadlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH;),S0,: Se observa que la respuesta es mayor a medida
que Glicerol/Metanol es menor y rango de valores altos de (NH,),SO..

e Grafico 2: KH,PO, s Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
Glicerol/Metanol es menor casi para todo el rango de valores de KH,PO,

o Grafico 3: (KH,PO4) vs ((NH4),SO4). Se obtiene mayor respuesta a altos niveles de
((NH4)2S04) para todo el rango de nivel de (KH,PO,)

e Grafico 4: (Na,HPO4.12H,0) vs Glicerol/Metanol, La respuesta se hace mayor al disminuir
el nivel de Glicerol/Metanol, para todo el rango de Na,HPO,.12H,0,

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,;),SO, la respuesta aumenta a niveles altos de (NH,4),SO,
e independiente del nivel de (Na,HPO,.12H,0)

e Griéfico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PO,), Se observa mayor nivel de respuesta a niveles
bajos de KH,P04 y altos de Na,HPO,4.12H,0.

A través de los perfiles de prediccidn se determina el 6ptimo nivel para cada uno de los factores, de
forma de maximizar la respuesta.
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Profiles for Predicted Values and Desirability

Gly/Meth (NH,4),S0,4 KH,PO, Nay,HPO,4,12H,0 Desirability
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Figura 1. Perfiles de prediccion YP/S
En la Tabla 20 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4

gue maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el
modelo y el intervalo de confianza.

El modelo predice la maximizacion de YP/S utilizando los factores en los siguientes niveles

codificados:

Tabla 20. Nivel Optimo de YP/S M. extorquens

Current factor settings and predicted responses (PHB fraccionario metilo) Predicted responses at
the current level of each factor in the model

X1 | X2 X3 X4 Predictd Desirbty -95%PI +95%P|
-1, |1, |,41213 ,99902 0,336461 0,960179 0,278864 0,394058

YPIS
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rendimiento de biomasa en funcién del sustrato

Tabla 21. Analisis estadistico de YX/S para M. extorquens.

Ensayos X1 Xo Xz Xq
1 -1 -1 -1 -1
2 1 -1 -1 1
3 -1 1 -1 1
4 1 1 11
5 -1 -1 1 1
6 1 -1 1 -1
7 -1 1 1 -1
8 1 1 1 1

pcl 0 0 0 0
pc2 0 0 0 0
pc3 0 0 0 0

Media - pc
Varianza - pc

Desviacion std - pc

YXIS Efectos Error t(2) p Confundidos
033 SG Media 0335 + 001 61,628 3E-04 1 2%
012 56 c1 0357 + 001 27,961 0,001 2 134
063 sc c2 0185 + 001 14,536 0,005 3 124
0,40 C3 0037 + 001 28763 0,103 4 12
051 C4 0027 + 001 21287 0,167 12 3
0.08 Cl2 0032 + 001 25134 0,128 13 %
065 5c c13 0135 + 001 10557 0,009 s 28
010 s c14 0109 + 001 8517 0,014

0.27 Nivel de significanciaa: 0,050 ii

0,31

0,29

0,289 @cmpq
SE-04 SR
0,018

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes

efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta YX/S)

C2, representando el factor X2 ((NH4)2504)

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta YX/S)

C1, representando el factor X1 (Glicerol/Metanol)

C13, representando la interaccion entre los factores X1 y X3 ( Glicerol/Metanol, KH,PO,)

C14, representando la interaccion entre los factores X1 y X4 (Glicerol/Metanol,

Na,HPO,.12H,0).

De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C1

(Glicerol/Metanol), seguido de C2 ((NH,4),S0,), siendo los restantes efectos principales y los de

interaccion de menor importancia. Esto se visualiza en el grafico de Pareto estandarizado.
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Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: YX/S
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0004
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Figura 17. Grafico de Pareto: YX/S M. extorquens

El ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes (efectos C) analizados, mediante
test de Fisher se presenta en el ANEXO Capitulo 5. El efecto de curvatura en el modelo es
significativo estadisticamente. El grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales y el histograma de residuos se presentan en Anexo Capitulo 5

En la Figura 18. Gréfico de contorno YX/S M. extorquens se presentan los graficos de contorno de
respuesta. Los factores se grafican con su valores codificados (-1 a 1) tomados de a dos factores y
tomando el restos de los factores en el nivel cero y constantes.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
Y X/S M. extorquens
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Figura 18. Grafico de contorno YX/S M. extorquens

Anadlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,),SO,: Se observa que la respuesta es mayor a menores
niveles de Glicerol/Metanol y mayor de (NH,),SO,

e Grafico 2: KH,PO, s Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
Glicerol/Metanol disminuye y es independiente del nivel de KH,PO, a partir del nivel cero
de Glicerol/Metanol.

o Gréfico 3: (KH,PO,) vs ((NH4),SO,). Se obtiene mayor respuesta a altos niveles de
((NH,4),S04) y (KH,POy)

e Gridfico 4: (Na,HPO,4.12H,0) vs Glicerol/Metanol, Se observa que la respuesta es mayor a
medida que Glicerol/Metanol disminuye y es independiente del nivel de Na,HPO,.12H,0 a
partir del nivel cero de Glicerol/Metanol.

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH4),SO, , la respuesta aumenta a niveles altos de
(NH,),S0, y (Na,HPO,.12H,0)

e Grafico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PQO,), se observa un aumento de la respuesta a niveles
altos de KH,PO,y Na,HPO,4.12H,0.
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A través de los perfiles de prediccidn se determina el éptimo nivel para cada uno de los factores, de
forma de maximizar la respuesta.

Profiles for Predicted Values and Desirability

Gly/Meth (NH,4),S0O,4 KH,PO, Nay,HPO,4,12H,0 Desirability
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Figura 19. Perfiles de prediccion para YX/S en M. extorquens
En la Tabla 22 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4 que

maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el modelo y el
intervalo de confianza.

El modelo predice un valor 6ptimo de YX/S utilizando los factores en los siguientes niveles
codificados:

Tabla 22.Nivel Optimo de YX/S M. extorquens
Current factor settings and predicted responses (PHB fracccionario metilo) Predicted responses at

the current level of each factor in the model

X1 X2 X3 |X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl

-,9856  |,88143 4786  |,62788 0,672279 1,000000 0,606098 0,738459

,65000

,08000
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4.2.4. Evaluacion del rendimiento de producto en funcién de la biomasa
generada.

En la Tabla 23. Andlisis estadistico para YP/X M. extorquens, se resumen los resultados del analisis.

Tabla 23. Analisis estadistico para YP/X M. extorquens

Ensayos X1 Xz X3 X4 Y P/X Efectos Error t(2) p Confundidos
1 -1 -1 -1 -1 0,61 SG Media 0,455 = 0 163,2 4E-05 1 234
2 1 1 1 1 024 SG Cl -0167 + 00l 25568 0,002 2 14
3 -1 1 -1 1 0,54 SG C2 0,036 + 0,01 5,4801 0,032 3 124
4 1 1 -1 -1 0,50 SG C3 -0,083 + 0,010 12,724 0,006 4 123
5 -1 -1 1 1 0,40 SG Cc4 -0,153 + 0,01 23,358 0,002 12 34
6 1 -1 1 -1 0,41 ci2 0,009 * 0,01 1,442 0,286 13 24
7 -1 1 1 -1 0,52 SG Ci13 0,038 =+ 0,01 5,836 0,028 14 23
8 1 1 1 1 0,24 SG Cl14 -0,0569 * 0,01 09,0862 0,012
pcl 0 0 0 0 0,51 Nivel de significanciaa: 0,050
pc2 0 0 0 0 0,52
pc3 0 0 0 0 0,52
Media - pc 0,517 @cmpq
Varianza - pc 9E-05 o st e Desenoimero
Desviacion std - pc 0,009

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes
efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta YP/X)

e (2, representando el factor X2 ((NH,),SO4)
e (13, representando la interaccion entre los factores X1 y X3 (Glicerol/Metanol, KH,PO,)

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta YP/X)

e (1, representando el factor X1 (Glicerol/Metanol).
e (3, factor X3. KH,PO,
e (4, factor X4 Na,HPO,.12H,0

e (14, representando la interaccion entre los factores X1 y X4 (Glicerol/Metanol,
NazHPO412H20)
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De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C1
(Glicerol/Metanol), seguido de C4 (Na,HPO,.12H,0 y C3 (KH,PQ,), siendo los restantes efectos
principales y los de interaccion de menor importancia. Esto se visualiza en el gréfico de Pareto
estandarizado.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: Y P/X
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000333
DV:Y P/X

1)Gly/Meth |
(8)NazHPO,,12H;0 | 37,9671
Curvatr.
(4)KH,PO,

1by3

573214

lby4 t
(2)(NH4)2SO04 573214

1lby2 E

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 20. Grafico de Pareto Y P/X M extorquens

En el ANEXO Capitulo 5 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los
coeficientes (efectos C) analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo es
significativo estadisticamente. El grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales y el histograma de residuos se adjuntan en el ANEXO Capitulo 5. En la
Figura 21 se presentan los graficos de contorno de respuesta. Los factores se grafican con su
valores codificados (-1 a 1) tomados de a dos factores y tomando el restos de los factores en el

nivel cero y constantes.
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
YP/X M. extorquens
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Figura 21. Grafico de contorno YP/X M. extorquens.

Anadlisis de las superficies de respuesta
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e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,),S0,: Se observa que la respuesta es mayor a medida
que Glicerol/Metanol es menor e independiente de (NH,4),SO, a partir del nivel cero de

Glicerol/Metanol. Se observa efecto de curvatura.

e Grafico 2: KH,PO, vs Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que

el nivel de Glicerol/Metanol disminuye y KH,PO, disminuye, con efecto de curvatura.

o Grafico 3: (KH,PO4;) vs ((NH4),SO4). Se obtiene mayor respuesta a altos niveles de

((NH,4),S0,) y bajos de (KH,PQO,)

e Grafico 4: (Na,HPO,.12H,0) vs Glicerol/Metanol, Se observa que la respuesta es mayor a

menores niveles de Glicerol/Metanol y menor de Na,HPO,.12H,0.

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,4),SO, la respuesta aumenta a niveles altos de (NH,4),SO,

y niveles bajos de (Na,HPO,.12H,0), independizdndose la respuesta a nivel cero.

e Grafico 6: (Na,HPO,.12H,0) vs (KH,PQ,), se observa un aumento de la respuesta a niveles

bajos de KH,PO,y Na,HPO,.12H,0.
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A través de los perfiles de prediccidn se determina el éptimo nivel para cada uno de los factores, de
forma de maximizar la respuesta.

Profiles for Predicted Values and Desirability

Gly/Meth (NH,4),S0O,4 KH,PO, Nay,HPO,4,12H,0 Desirability
,90000
T
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Figura 22. Perfiles de prediccion Y P/X en M. extorquens
En la Tabla 24 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4 que

maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el modelo y el
intervalo de confianza.

El modelo predice un valor éptimo de YP/X utilizando los factores en los siguientes niveles
codificados:

Tabla 24. Nivel Optimo de YP/X M. extorquens

Current factor settings and predicted responses (PHB fraccionario metilo) Predicted responses at
the current level of each factor in the model

X1 X2 X3 X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl
-,9856  [,88143 4786 |,62788  |0,672279 1,000000 0,606098 0,738459

,65000

,08000
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,36500

Desirability
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4.2.5. Evaluacion de la productividad volumétrica de producto

En la Tabla 25 se detallan los resultados del analisis realizado.

Tabla 25. Resultados de analisis de Qp en M. extorquens

Ensayos X; X X3 X, QP Efectos Error t(2) p Confundidos
1 1 -1 -1 -1 |0004| SG Media 0,004 + 0 35372 8E-04 1 234
2 1 -1 -1 1 |0,003 C1 -56-04 + 0 2,1141 0,169 2 134
3 1 1 -1 1 |0,005 C2 5604 + 0 19128 0,196 3 124
4 1 1 -1 -1 |0,004 C3 -1E-04 + 0 05034 0,665 g4 123
5 14 -1 1 1 |0,004 c4 -1E04 + 0 0,5034 0,665 12 34
6 1 -1 1 -1 |0,004 C12 8E05 + 0 0,302 0,791 13 24
7 4 1 1 -1 0,004 C13 5E-04 + 0 1,9128 0,196 14 23
8 1 1 1 1 |0,003 Cl4 -56-04 + O 2,1141 0,169
pcl 0 0 0 0 0,004 Nivel de significancia a: 0,050 ji
pc2 0O 0 0 0 0005
pc3 0O 0 0 0 |0005

Media - pc 0,005 .
Varianza - pc 1E-07 %ggﬁg

Desviacion std - pc 4E-04

El disefio experimental utilizado no puede describir las respuestas observadas. El Unico término con
significancia estadistica es la media, por lo que se asume un valor Unico promedio para todas las
experiencias.
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4.2.6. Evaluacion de la productividad especifica de producto

En la Tabla 26 se presentan los resultados para el disefio planteado

Tabla 26. Analisis de qp en M. extorquens

Ensayos X; X, X3 X, qP Efectos Error t(2) P Confundidos
1 4 -1 -1 -1 00064 SG Media 0005 + 0  163,2 4E-05 1 234
2 1 -1 -1 1 00025 SG €1 -0002 + O 25568 0,002 2 134
3 4 1 -1 1 00057 SG €2 4E04 + O 54801 0,032 3 124
4 1 1 -1 -1 00052 SG €3 -9E-04 + 0 12,724 0,006 g4 123
5 4 -1 1 1 00041 SG €4 -0002 + 0 23,358 0,002 12 34
6 1 -1 1 -1 00043 C12 1E-04 + 0 1,442 0,286 13 24
7 4 1 1 -1 00054 SG C13 4E04 + O 5836 0,028 14 23
8 1 1 1 1 00025 SG C14 -6E-04 + 0 9,0862 0,012
pcl 0 0 0 0 0,0053 Nivel de significancia a: 0,050 ji
pe2 0O 0 0 0 00054
pc3 0O 0 0 0 00054

Media - pc 0,005 5
Varianza - pc 9E-09 %ggﬁg

Desviacion std - pc 1E-04

De acuerdo a los resultados obtenidos resultan estadisticamente significativos los siguientes
efectos:

Efectos positivos (un aumento en el factor aumenta la respuesta gP)

e (2, representando el factor X2 ((NH,),SO4)
e (13, representando la interaccion entre los factores X1 y X3 (Glicerol/Metanol, KH,PO,)

Efectos negativos (un aumento en el factor disminuye la respuesta gP)

e (1, representando el factor X1 (Glicerol/Metanol).
e (3, factor X3. KH,PO,
e (4, factor X4 Na,HPO,.12H,0

e (14, representando la interaccion entre los factores X1 y X4 (Glicerol/Metanol,
NazHPO412H20)

De acuerdo a la magnitud de los efectos (valor absoluto) el efecto de mayor importancia es C1
(Glicerol/Metanol), seguido de C4 (Na,HPO,.12H,0 y C3 (KH,PO,), siendo los restantes efectos
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principales y los de interaccion de menor importancia. Esto se visualiza en el grafico de Pareto
estandarizado.

Pareto Chart of Standardized Effects; Variable: gP
2**(4-1) design; MS Pure Error=0
DV: gP

(1)Gly/Meth -43,47841

(4)Na,HPO,,12H,0 -39,8042

Curvatr.
(3)KH,PO,
1by4 -15,3093 ]

1by3

(2)(NH4),S0,

1by2

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 23. Grafico de Pareto qP M. extorquens

Se presenta el ANOVA para el modelo presentado en ANEXO Capitulo 5, validando los coeficientes
(efectos C) analizados, mediante test de Fisher, en el ANEXO Capitulo 5. El efecto de curvatura en el
modelo es significativo estadisticamente. La relacion lineal entre los valores observados y los
predichos por el modelo y el histograma de residuos se detallan en ANEXO Capitulo 5.

En la Figura 24 se presenta el andlisis del grafico de contorno para la respuesta evaluada. Los
factores se grafican en niveles codificados (-1 a +1 ), tomados de a dos factores y manteniendo el
resto de los factores constantes en el nivel codificado cero.



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias | 116

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina cruda en |la
formulacién del medio de cultivo

Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
gP M. extorquens
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Figura 24. Grafico de contorno qP para M. extorquens

Andlisis de las superficies de respuesta

e Grafico 1: Glicerol/Metanol vs (NH,),SO,: Se observa que la respuesta es mayor a medida
que Glicerol/Metanol es menor e independiente para (NH,),SO, a partir del nivel 0 de
GLi/Met. La variacion con respecto a (NH,4),SO, es positiva (mayor respuesta a mayor nivel)
para el rango de nivel inferior de Glicerol/Metanol.

e Grafico 2: KH,PO, vs Glicerol/Metanol: Se observa que la respuesta es mayor a medida que
Glicerol/Metanol disminuye y el nivel de KH,PO, disminuye, con efecto de curvatura.

o Grdfico 3: (KH,PO,) vs ((NH4),SO,). Se obtiene mayor respuesta a altos niveles de
((NH,4),S0,) y bajos de (KH,PO,)

e Grafico 4: (Na,HPO,.12H,0) vs Glicerol/Metanol, Se observa que la respuesta es mayor a
medida que disminuye tanto Glicerol/Metanol como el Na,HPO,.12H,0.

e Grafico 5: (Na,HPO,.12H,0) vs (NH,;),SO, la respuesta aumenta a niveles altos de (NH,4),SO,
y de (Na,HPO,.12H,0)

e Grdfico 6: (Na,HP0O,.12H,0) vs (KH,PQ,), se observa un aumento de la respuesta a niveles
bajos de KH,PO, y Na,HPO,.12H,0.

A partir del grafico de prediccién se determinan los valores 6ptimos de cada factor.
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Profiles for Predicted Values and Desirability

Gly/Meth (NH,4),S0,4 KH,PO, Nay,HPO,4,12H,0 Desirability
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Figura 25. Perfiles de prediccion de qP para M. extorquens

En la Tabla 27 se presentan los niveles optimizados codificados de los factores X1, X2, X3 y X4 que
maximizan la respuesta (valor deseado codificado) junto con el valor predicho por el modelo y el
intervalo de confianza.

Tabla 27. Nivel Optimo de qP M. extorquens

Current factor settings and predicted responses (PHB fraccionario metilo) Predicted responses at
the current level of each factor in the model

X1 X2 X3 X4 Predictd Desirbty -95%ClI +95%Cl

-9661 |,28776 |-,8858 |-,9222 |0,006454 1,000000 0,006252 0,006655

,00640

,00250
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,00445

Desirability

qP



Produccion de pldstico biodegradables en bacterias

Capitulo 5 Optimizacion del uso de glicerina cruda en |la
formulacién del medio de cultivo

4.3. Seleccion de las condiciones de cultivo

Se propone la optimizacién del medio de cultivo para diferentes tipos de estrategia de produccion
de PHA. Segun la estrategia a utilizar sera la respuesta a tener en cuenta y la composicion del
medio de cultivo que la optimice.

a. Cultivo batch: La produccién se da en fase estacionaria, el medio de cultivo debe contener
los nutrientes necesarios para obtener una cantidad de biomasa alta, al momento en cual
se consuma todo el nutriente limitante (fuente de N o fuente de P) debe permanecer en el
medio de cultivo un exceso de fuente de carbono. Se busca optimizar las productividades
especificas y volumétricas, el porcentaje de acumulacién de PHA en la célula (rendimiento
de PHA con respecto a biomasa) y aprovechamiento de la fuente de carbono para
generacion de PHA (rendimiento de producto con respecto al sustrato consumido).

b. Cultivo batch en dos etapas: En el primer batch, se optimiza la produccion de biomasa con
bajo consumo de sustrato (YX/S). En este tipo de produccién la biomasa generada en el
primer batch es separada del medio de cultivo e inoculada en su totalidad en un segundo
medio de cultivo con exceso de fuente de carbono y limitacion o (ausencia) de un nutriente
(fuente de P 6 fuente de N).

c. Fedbatch: Se inicia como cultivo batch (igual estrategia que la detallada en el punto a), para
luego agregar una alimentacion en pulsos, continua o controlada para mantener una cierta
concentracién residual de fuente de carbono en el medio (Ver capitulo 6).

4.3.1. Seleccion de la composicidon del medio de cultivo para R. eutropha

En funcidon del analisis realizado, se resumen la composicién del medio de cultivo (nivel de factor
codificado) que optimizan las diferentes respuestas seleccionadas.

Tabla 28. Niveles 6ptimos de factores R. eutropha

QP Y P/X Y P/S qP Y X/S
Glicerol/Metanol 0 -1 -1 -1 nam
(NH,),SO, 0 -1 -1 -1 Nam
KH,PO4 0.5 -1 0.42 -1 Nam
Na,HPO,.12H,0 1 -1 1 -1 Nam

nam: no se ajusta al modelo

En funcidn de la estrategia de produccidon a utilizar se pueden seleccionar diferentes pardametros
para la optimizacion del medio de cultivo:

a) Condiciones de cultivo para produccion Batch

Se decide utilizar para la formulacién del medio de cultivo, la optimizacién realizada para la
respuesta QP, que optimiza la produccidn de biopolimero por unidad de volumen y de tiempo. Si
bien la respuesta YP/X es importante, ya que representa el porcentaje de acumulaciéon de PHAs en
la célula, el nivel que optimiza esta respuesta (que coincide con otras respuestas), da como
resultado un bajo nivel PHA en término absolutos (ver Tabla 8), lo cual no lo hace atractivo desde el
punto de vista de la produccién.

118
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La composicidn de los factores evaluados se presenta en la Tabla 29.

Tabla 29. Composicion de factores evaluados para una produccion batch

Factor Concentracion (g/L)
Glicerol/Metanol 10,88/23.10
(NH,),SO, 1.25
KH,PO, 1.55
Na,HPO,.12H,0 10.0

b) Condiciones de cultivo para produccion Batch en dos etapas
Primer batch

Dado que el modelo planteado para la respuesta Y X/S no resultd estadisticamente significativo, se
decidié optimizar para esta primera etapa la produccién de biomasa (g/L). (El estudio de
optimizacion se detalla en el ANEXO Capitulo 5.

La composicion del medio (factores evaluados) se presenta en la Tabla 30.

Tabla 30. Composicién de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch)

Factor Concentracion (g/L)
Glicerol/Metanol 17.80/37.83
(NH,),S0, 2.0
KH,PO, 2.0
Na,HPO,.12H,0 10.0

Segundo batch

Se propone utilizar el medio de cultivo utilizado en el primer batch con ausencia (o limitacidn) de
un nutriente, para generar las condiciones de stress necesarias para favorecer la produccién y
acumulacién de PHAs.

Tabla 31. Composicion de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (segundo batch)

Factor Concentracion (g/L)
Glicerol/Metanol 17.80/37.83
(NH,),S0, 0
KH,PO, 2.0
Na,HPO,.12H,0 10.0
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4.3.2. Seleccion de la composicion de medio de cultivo para M. extorquens

En funcién del analisis realizado, se resume la composicion del medio de cultivo (nivel de factor

codificado) que optimizan las diferentes respuestas seleccionadas.

Tabla 32. Niveles 6ptimos de factores M. extorquens

QP Y P/X Y P/S qP Y X/S
Glicerol/Metanol nam -1 -1 -1 =il
(NH,;),S0, nam 0.9 1 0.3 0.9
KH>PO4 nam 0.5 0.42 -0.9 0.5
Na;HPO4.12H,O  nam 0.6 1 -0.9 0.6

nam: no se ajusta al modelo

a) Cultivo en dos etapas

Primer batch

En la primera etapa se prioriza la generacién de biomasa con el menor consumo de sustrato y

la formulacion a partir de optimizacion de Y X/S (Tabla 33)

Tabla 33. Composicion de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch)

Segundo batch

Factor Concentracion (g/L) |

Glicerol/Metanol 0.79/1.76
(NH,4),SO, 1.923
KH,PO, 6
Na,HPO,.12H,0 1.64

Una segunda etapa de produccion (acumulacién de biopolimero), con el medio de cultivo

formulado con ausencia (o limitado) de un nutriente para favorecer la acumulacion.

Tabla 34. Composicion de factores evaluados para produccion en batch en dos etapas (primer batch)

b) Cultivo batch

Factor Concentracion (g/L)
Glicerol/Metanol 0.79/1.76
(NH,4),SO, 0
KH,PO, 6
Na,HPO,.12H,0 1.64

Para maximizar la produccién de bioplastico en menor tiempo y volumen de medio de cultivo,

el parametro mas representativo es QP. En caso de M. extorquens, no se encontré un modelo

que representara esta respuesta en funcion de los factores evaluados. En este caso, se

considera para la formulacidon del medio de cultivo los niveles obtenidos en la optimizacion de

gP e Y P/X. Dichos niveles de factores optimizados son muy similares a los obtenidos en la

optimizacion de YP/S .De esta forma se utilizaria un medio de cultivo que favorece la

acumulacién de biopolimero producido por gramo de biomasa y hora de cultivo, teniendo en

cuenta la eficiencia de consumo de sustrato.
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Tabla 35. Composicion de factores evaluados para una produccion batch

Factor Concentracion (g/L) |
Glicerol/Metanol 0.79/1.76
(NH,),S0, 1.93
KH,PO, 6.0
Na,HPO,.12H,0 1.64

4.4. Comparacion de R eutropha DSM 545 y M. extorquens DSM 1430 como
productoras de PHA.

Se presenta a continuacidn una tabla conteniendo los maximos valores de diferentes respuestas
obtenidas en los ensayos realizados en ambas cepas.

Tabla 36. M. extorquens vs R. eutropha
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Tiempo Biomasa PHA QP qP YP/X YX/S YP/S

(h) (s/L) (g/L)  (g/Lh)  (g/gh)  (g/g) (s/8) (s/g)

R. eutropha 48 4.0 0.70 0.015 0.011 0.55 0.73 0.30
M. extorquens 96 1.36 0.49 0.0051 0.0064 0.61 0.51 0.34

Con respecto a la acumulacién de PHA, M. extorquens acumula un porcentaje mayor de
biopolimero, pero a mayor tiempo de incubacion. Esto se ve reflejado en la respuesta QP y gp en la
que la produccidn por litro y por hora de PHA y la productividad especifica es un orden superior en
R. eutropha. Por otra parte la generacidon de biomasa es ampliamente superior en R. eutropha, al
igual que la produccién absoluta de PHA. Con respecto al uso del sustrato evaluado en las
respuestas YX/S e Y P/S, son del mismo orden para ambas cepas. En término absolutos R. eutropha
es mejor candidata para utilizar en la produccidn de biopolimeros, en las condiciones ensayadas
segun lo expuesto anteriormente. Comparando los resultados obtenidos con los publicados en
otros trabajos (Ver Capitulo 3) la productividad volumétrica obtenida para ambas cepas es menor
al rango encontrado en la revisiéon bibliografica (0.066-0.8 g/L h), pretendiéndose mejorar este
pardmetro mediante la optimizaciéon de la condiciones de operacién en reactor de laboratorio
(Capitulo 7).

5. CONCLUSIONES

Se obtuvieron las formulaciones del medio de cultivo para ambas cepas que optimizan la
produccién de PHAs mediante diferentes sistemas de produccidn, evaluando diferentes respuestas.

Se determind que R. eutropha ofrece mejores caracteristicas como productora de PHAs que M.
extorquens, dado la productividad volumétrica de generacidn de PHAs obtenida es un orden
superior.
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1. INTRODUCCION

En el capitulo 4 se seleccionaron dos cepas capaces de producir PHA: M. extorquens y R.
eutropha. En el capitulo 5 se determina que R. eutropha no consume metanol y que M.
extorquens algunas condiciones (formulaciones de medio de cultivo Capitulo 5) consume
metanol sin utilizacién de glicerol. Se decide entonces, ensayar diferentes condiciones de
cultivo mixto para mejorar el aprovechamiento del sustrato y produccién de biopolimero.

Dado que el crecimiento de R. eutropha se ve afectado por la presencia de metanol en el
medio de cultivo (Cavalheiro, y otros 2009), el consumo selectivo de metanol por parte de M.
extorquens, podria mejorar la productividad de crecimiento y produccién en R. eutropha,
obteniéndose biopolimero por acumulacién simultdnea de ambas cepas.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismo

Ralstonia eutropha DSM 545 y M. extorquens DSM 1340 provenientes del stock de trabajo
descrito en el Capitulo 4.

2.2. Medios de cultivo.
Ralstonia eutropha

Se utilizé la composicion del medio de cultivo optimizada para cultivo batch en la etapa
anterior, compuesta por: 0.2 g/L MgS0,.7H,0; 1.0 g/L (NH,),S0,, 0.06 g/L citrato de amonio y
hierro (lll), 0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de solucidn de metales traza. La solucién de metales
traza consiste en: 0.3 g/L H,BO,, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnS0O,.7H,0, 0.03 g/L
NaMo0Q,.2H,0, 0.2 g/L NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS0,4.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0, 0.6 g/L
KH,PO,, 10.0 g/L Na,HPO,. Como fuente de carbono se utilizé una dilucion del efluente
modelo para llegar a una concentracién de 18.3 % v/v de glicerol y 13.7% de metanol.

M. extorquens

Se utilizé el medio determinado en el Capitulo 5, en el cual no se consume glicerol, con
consumo de metanol, experiencias nimero 9, 10 y 11 (réplicas del punto central) Tabla 18,
Capitulo 5, si bien existen otras condiciones en las cuales no se consume glicerol (experiencias
4 y 7), se selecciond esta condicion por ser en la que se obtuvo mayor productividad
volumétrica de PHA.

La concentracion de la fuente de nitrégeno (NH,),S0,4 en el medio de cultivo fue de 1.25g/Ly
de fésforo: 5 g/L KH,PO, vy 1.1 g/L Na,HPO, Como fuente de carbono se utilizdé una dilucién del
efluente modelo para llegar a una concentracion de 7.98 % v/v de glicerol y 6% de metanol. Se
utilizdé 1.0 mL/L de solucidn de metales traza. La solucidn de metales traza consiste en:
ZnS0,.7H,0 1.5 mg/L, Na,Mo00,.2H,0 0.04 mg/L, CuS0O,.5H,0 0.04 mg/L, CaCl,. 6H,0 0.6
mg/L, H3BO3 0.2 mg/L, MgS0,.7H,0 5 mg/L, FeSO,.7H,0 20 mg/L.
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El pH se ajusta a 7.0 con 5.0 N NaOH/ 5.0 N HCI. El medio de cultivo fue esterilizado durante 15
min a 121°C.

2.3. Evaluacion del crecimiento de M. extorquens en medio de cultivo para R.
eutropha.

Se realizaron cultivos sélidos (placa) y liquido (tubo de ensayo) para evaluar el crecimiento de
M. extorquens en el medio de cultivo para R. eutropha determinado en el Capitulo 5 para
produccién en batch.

Para evaluar la posible influencia de la composicidn de la solucidn de metales traza, se realiza
el mismo ensayo, sustituyendo la composicidon de la solucidon de metales traza del medio de
cultivo de M. extorquens.

Los cultivos fueron incubados en estufa a 37°C hasta observar crecimiento. Los cultivos fueron
evaluados mediante inspeccidn visual.

2.4. Evaluacion del crecimiento de R. eutropha en medio de cultivo para M.
extorquens.

Se realizaron cultivos sélidos (placa) y liquido (tubo de ensayo) para evaluar el crecimiento de
R. eutropha en medio de cultivo para M. extorquens determinado en el Capitulo 5, en cual no
se observé consumo de glicerol y se utilizé todo el metanol del medio de cultivo.

Para evaluar la posible influencia de la composicidn de la solucidn de metales traza, se realiza
el mismo ensayo, sustituyendo la composicién de la solucién de metales traza por la del medio
de cultivo de R. eutropha.

2.5. Estudio de la concentracidn inicial de inoculo para el cultivo mixto

Con el medio seleccionado, se realizan ensayos en escala de matraz de 500 mL, conteniendo
50 mL del medio de cultivo. Se evaltan diferentes concentraciones iniciales de indculo de
ambas cepas (Tabla 1).

Tabla 1. Estudio de concentracion inicial de inéculo

Experiencia M extorquens R eutropha
(g/L) (g/L)
1 0.7 0.7
2 1.14 0.29
3 0.29 1.14

El tiempo de incubaciéon fue de 96 horas en shaker orbital a 35°C y 200 rpm. Las experiencias
se realizaron por duplicado.
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2.6. Métodos analiticos

En los cultivos en matraces, la concentracién de biomasa se determind por gravimetria. SE
determinaron las unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) mediante técnica de
microgota, se diferencian las colonias de ambas cepas por caracteristicas morfoldgicas (R.
eutropha colonia color crema y M. extorquens colonias rosadas). Para la determinacién del
glicerol, metanol y amonio residual, las muestras fueron centrifugadas a 15000 rpm a 49C
durante 15 min. Se determind la concentracion de metanol y glicerol en HPLC Shimadzu
equipado con una columna Shodex sugar KS-801 (8 mm x 300 mm) a 552C, utilizando agua
MilliQ como eluente a 0.7 mL/min. La concentracion de PHA se determind con kit enzimético
(Boehringer Mannheim) (Anexo técnicas analiticas). En todos los cultivos (liquido y sdlido) se
realizaron seguimientos mediante tincién de frotis con violeta cristal y Negro Sudan y tincién
de Gram.

3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacidn del crecimiento de M. extorquens en medio de cultivo para R.
eutropha.

No se observd crecimiento de M. extorquens en cultivos sélidos y liquidos, con medio de
cultivo formulado para R. eutropha. Al sustituir la solucion de metales traza en la
composicidon del medio de cultivo, tampoco se observd crecimiento.

3.2. Evaluacion del crecimiento de R. eutropha en medio de cultivo para M.
extorquens.

Se observo crecimiento y acumulacion de PHB en R. eutropha en los dos medios de cultivo
evaluados y se selecciona el medio de M. extorquens en el que hubo consumo total de
metanol para utilizar en el cultivo mixto.

3.3. Estudio de la concentracidn inicial de indculo para el cultivo mixto

En la Tabla 2 se presentan los resultados promedio (duplicado) obtenidos en los ensayos.

Tabla 2. Estudio de indculo inicial en cultivo mixto

M R Biomasa Glicerol Metanol YP/X
) ) . PHA Qp
extorquens eutropha final total consumido consumido (g/L) (g/Lh) (g/g)
inicial (g/L) inicial(g/L) (g/L) (g/L) % (g/L) % 8 &
0.7 0.7 2.52 1.3312 1.35 27 0.20 2.08E-3 0.07
1.14 0.29 3.92 3.8535 1.3828 0.06 6.24E-4  0.02

0.29 1.14 3.85 3.7934 1.01 20 0.24 2.50E-3  0.06
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La mayor produccién de biomasa se produjo en la experiencia 2 (mayor concentracidn inicial
de M. extorquens), mientras que la maxima concentracién de PHAs se obtuvo en la experiencia
3 (mayor concentracion inicial de R. eutropha).

En la Tabla 3, se presenta la composicion final de microorganismos (UFC/mL) en las tres
experiencias.

Tabla 3. Composicion final de microorganismos.

Experiencia R. eutropha (UFC/mL) M. extorquens (UFC/mL)
1 8.3 E9 1.6E9
2 1.3 E10 1.6E9
3 1.4 E10 1.2E9

En todas las experiencias se verifica el crecimiento de ambas de cepas. La concentracidn final
de M. extorquens fue similar en todas las experiencias, al igual que el consumo de metanol. En
todos los casos la concentracion de R. eutropha superd a la de M. extorquens. La mayor
produccién de PHAs se produjo en la experiencia con mayor concentracion final de R. eutropha
(experiencia 3).

Se comparan en la Tabla 4 la biomasa total obtenida, el rendimiento de PHA en funcién de la
biomasa y la productividad volumétrica de generacidon de PHA de los cultivos mixtos con los
cultivos puros de R. eutropha y M. extorquens, evaluados en el Capitulo 5.

Tabla 4. Comparacion de cultivos mixto y puro

Cultivo Biomasa (g/L) Y P/X (g/g) QP (g/Lh)
Mixto 1 2.52 0.07 2.08E-3
Mixto 2 3.92 0.02 6.24E-4
Mixto 3 3.85 0.06 2.50E-3
R. eutropha 4.0 0.55 0.02
M. extorquens 1.4 0.61 5E-3

Si bien la biomasa total obtenida en el cultivo mixto, es del orden de la obtenida en el cultivo
puro de R. eutropha (experiencias 2 y 3), el porcentaje de acumulacién y la productividad son
inferiores a los obtenidos en los cultivos puros y en particular, con el cultivo de R. eutropha
(pese a que esta cepa no consume metanol). Por estos motivos, se decide continuar el trabajo
con R. eutropha.

4. CONCLUSIONES

La produccién de PHA obtenida en el cultivo mixto es menor a la obtenida en los cultivos puros
de R. eutropha y M. extorquens, se continua el trabajo con R. eutropha por ser la cepa con la
cual se obtiene mayor productividad volumétrica de produccion de PHAs.
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1. OBIETIVO

Modelado, simulacidn y optimizacidn de las condiciones y modalidad de produccién de PHAs a
partir de R. eutropha utilizando glicerol crudo como sustrato.

2. INTRODUCCION

El principio fundamental de la produccién de un producto de interés en biorreactores es
aprovechar la ruta metabdlica del microorganismo para producirlo. Para esto, el
microorganismo es cultivado en el biorreactor en donde se deben encontrar todos los
nutrientes esenciales para su crecimiento y expresion del producto de interés. Deben
asegurarse las condiciones adecuadas de temperatura, presion, pH y en algunos casos el
suministro adecuado de oxigeno.

Existen diferentes modos de operacién de biorreactores: cultivo discontinuo, semicontinuo y
continuo

El cultivo por lotes, batch o discontinuo es una modalidad de fermentacién por el cual el medio
de cultivo esterilizado en el fermentador, es inoculado con microorganismos, y los mismos
crecen en las condiciones fisico-quimcas adecuadas para el proceso. Las Unicas entradas y
salidas del sistema son los gases (aire, CO,, etc) y si es necesario, se agrega antiespumante y
acido o base para control del pH. Al terminar la fermentacion se descarga el medio fermentado
y se realizan los tratamientos finales. El fermentador se lava, esteriliza y se carga para el
siguiente lote o tachada. Se considera que el volumen de medio en el fermentador permanece
constante y no deberian ser significativas las variaciones de volumen por el agregado de
sustancias o la toma de muestras. En el biorreactor batch, las células crecen y utilizan los
nutrientes, la composicidon del medio de cultivo va cambiando con el tiempo, lo que puede
alterar las reacciones quimicas que ocurren en las células, la operacion del biorreactor es un
sistema interactuante entre el medio intra y extracelular (Bailey y Ollis, 1996). Las reacciones
ocurren de manera simultdnea pero son reguladas por controles celulares internos. Estos
controles habilitan a la célula a modificar las velocidades de las reacciones de su ruta
metabdlica y sus capacidades de produccion dependiendo de las condiciones ambientales y
nutricionales presentes en el medio.

Los procesos discontinuos pueden generar bajos rendimientos cuando el sustrato en altas
concentraciones (a tiempo inicial), inhibe, reprime o desvia el metabolismo celular a productos
gue no interesan. (Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009)

En el cultivo semicontinuo uno o mds nutrientes se adicionan durante la operacién al
fermentador, mientras que los productos permanecen hasta el final. El flujo de alimentacién
del medio de cultivo, puede variar con el tiempo y su adiciéon puede ser de forma continua o
intermitente. Con esta forma de operacién es posible controlar la concentracién del sustrato
en el fermentador de forma de favorecer una determinada via metabdlica, provocando la
acumulacién de un determinado producto. A pesar de que la masa celular en el fermentador
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aumenta, la concentracion de microorganismo puede descender debido a la adicidon de medio.
(Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009)

El cultivo continuo se caracteriza por poseer una alimentacidn continua y constante de medio
de cultivo y el volumen en el reactor se mantiene invariable al retirarse continuamente cultivo.
Las células se mantienen en un mismo estado fisiolégico lo que posibilita estudios de
regulacién metabdlica u optimizacion del medio de cultivo. Es posible asociar este proceso de
produccién con otras operaciones continuas en la linea de produccién (upstream vy
downstream). Es ampliamente utilizado en la produccion de productos asociados al
crecimiento. (Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009)

2.1. Modelado Matematico de Bioreactores

El modelado matemadtico de la operacién de un bioreactor pretende mediante una
representacién matemadtica, interpretar las relaciones entre entradas, estados y salidas del
sistema bajo estudio (Soni 2000) (Velez 2005) (Oberkampf, y otros 2002). Luego de obtenido el
modelo que representa el sistema en estudio, es posible predecir su comportamiento frente a
variaciones en los factores que afectan al sistema, minimizando asi el nimero de experiencias
a realizar y los costos asociados.

Para modelar un biorreactor se deben estudiar:

(i) Los procesos fisico-quimicos en el biorreactor.
(ii) La cinética microbiana, también conocida como modelo bioldgico.

De los procesos fisicoquimicos se estudian los aspectos de la transferencia de masa
(nutrientes, oxigeno, dioxido de carbono, etc.), los patrones de flujo tanto en la fase
liguida como gaseosa y la transferencia de calor. En los modelos bioldgicos se estudia la
cinética de las células tanto a nivel individual como de toda la poblacién celular. (Velez
2005).

2.2. Cinética microbiana

La cinética microbiana refleja los aspectos relacionados con la velocidad a la cual ocurren las
diversas etapas del metabolismo microbiano durante el desarrollo del cultivo,

El conocimiento de dicha cinética es una herramienta importante en biotecnologia, ya que
permite relacionar la velocidad de crecimiento microbiano con la poblacién de
microorganismos, concentracion de sustrato u otros productos de interés en un instante dado.

En general, para describir la cinética microbiana se utilizan modelos matematicos que
permiten predecir en un cultivo, la cantidad de sustrato o compuesto quimico remanente
luego de cierto tiempo, calcular el tiempo requerido para alcanzar cierta concentracién de
compuestos de interés, asi como la cantidad de microorganismos o producto formado luego
de cierto intervalo de tiempo (Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009).

Existen varias formas de clasificacion de la cinética de produccién en los procesos
fermentativos. Una de ellas es la clasificacion de Gaden: es una clasificacion cldsica que
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relaciona la cinética de crecimiento celular con la cinética de formacion de productos y la
biomasa presente en procesos discontinuos (batch). La relacién cinética entre crecimiento y
formacién de producto depende del papel del producto en el metabolismo microbiano. Se
distinguen asi tres clases de fermentaciones (Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR
2009) (Velez 2005):

a. Fermentaciones tipo I: Formacion de producto asociada al crecimiento. Los productos se
forman durante la fase de crecimiento exponencial del cultivo (metabolitos primarios).

b. Fermentaciones tipo Il 6 mixtas: Los productos se forman a partir de la mitad de la fase de
crecimiento exponencial y en la fase estacionaria del cultivo

c. Fermentaciones tipo lll: Formacion de producto no asociado al crecimiento. Los productos
se forman durante la fase estacionaria del cultivo (metabolitos secundarios, no esenciales para
el crecimiento celular).

2.2.1. Modelos de cinética microbiana

Los modelos de cinética microbiana permiten predecir el comportamiento del cultivo y simular
el efecto de variar las condiciones de operacién dentro de su rango de validez. La formulacion
de un modelo puede ser experimental, tedrica o mixta. Los modelos pueden ser segregados o
no segregados y estructurados o no estructurados.

Cuando la poblacion es segregada en células individuales que son diferentes unas de otras (en
términos de algunas caracteristicas distinguibles), el modelo es segregado. Los modelos no-
segregados consideran la poblacién como un todo (caja negra) en una “biofase” la cual
interactia con el ambiente externo, y puede verse como una especie en solucidn; la
concentraciéon celular puede ser descrita con una sola variable. Los modelos no segregados
tiene la ventaja que ellos son matematicamente simples.

Los modelos estructurados consideran las reacciones individuales o grupos de reacciones
ocurrentes en la célula. La biomasa es subdividida dentro de un nimero de componentes
como DNA, RNA proteinas, etc., y las reacciones que ocurren entre esos componentes son
descritas. El ambiente externo puede influenciar la respuesta de la célula en una variedad de
modos. Los modelos no estructurados simplemente ven la célula como una entidad en una
solucidn la cual interactta con el ambiente.

Los modelos mas simples idealizan a la poblacién celular como:

e No estructurada
e No segregada

Los modelos no estucturados y no segregados, representan el comportamiento promedio de
las poblaciones de células a través de la cuantificacidon de propiedades del cultivo, tales como

XI SI Pr K, Qs, Qp.

Uno de los modelos mas utilizados es el modelo de Monod, el cual establece una relaciéon
funcional entre p, el nimero de microorganismos y la concentracién de un Unico nutriente
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esencial “limitante” en el medio de cultivo (por ejemplo fuente de carbono, nitrégeno, fosforo
u otro nutriente necesario para el crecimiento). Es un modelo sencillo de dos pardmetros: P«
(velocidad especifica de crecimiento mdxima) y K, (constante media de saturacidn). Se aplica
basicamente para el cultivo de microorganismos que crecen formando células aisladas
(separadas) sobre un sustrato simple y cuando no hay inhibidores del crecimiento. Es un
modelo relativamente flexible, que ha mostrado predecir adecuadamente el crecimiento de
cultivos que no cumplen totalmente los requisitos anteriores (células separadas, sustrato
simple, sin inhibicién). (Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009)

Si bien el modelo de Monod se basa en las isotermas de adsorcidon de Langmuir y en la cinética
enzimatica de Michaelis & Menten, es un modelo de base esencialmente empirica.
(Departamento de Bioingenieria - 11Q - UdelaR 2009)

U=ﬂmaxm

Existen variaciones al modelo de Monod como son Teissier, Contois, Blackam, Tsao y Hansen,
etc. (Nielsen y Villadsen, 1994; Bailey y Ollis, 1996). Estos modelos difieren en su dependencia
al sustrato y algunos incluyen términos que tienen en cuenta la saturacién (inhibicién) debido
a grandes concentraciones de sustrato e inhibicion debido a producto o alguna otra sustancia
(Soni 2000) (Velez 2005)

2.3. Modelado y Optimizacidn de sistemas dinamicos.

La optimizaciéon puede definirse como: Dado un sistema o un proceso, encontrar la mejor
solucién a este proceso teniendo en cuenta las restricciones del sistema (Bielger, et al., 1997).
Para llevar a cabo una optimizacién se requiere identificar las variables de decision, fijar
las restricciones, definir los objetivos y analizar la informacién disponible. Los problemas
de optimizacién pueden ser clasificados, independientemente del método de solucidn,
en continuos o discretos segun el tipo de variables manejadas. Los problemas de
optimizacidn con variables continuas se clasifican en dos grupos: programacién lineal
y programacién no lineal. Los de variables discretas se clasifican en programacion lineal
de enteros mezclados y programacion no lineal de enteros mezclados. (Biegler, L.,
Grossmann, |. 2004). Como caso aparte, se han llamado problemas de optimizacion
dinamica a los relacionados con los procesos variables en el tiempo, modelados
usando ecuaciones diferenciales que describen el comportamiento dindmico del
sistema como balances de materia y de energia, y ecuaciones que aseguren relaciones
fisicas y termodinamicas (Biegler, L., Grossmann, |. 2004).

En los problemas de optimizaciéon de sistemas dindmicos se desea optimizar una funcién
objetivo J(u(t),x(t)) que es funcidon de variables de decisidn u(t) y de las variables de estado x(t)
del proceso, que a su vez evolucionan en el tiempo. Las restricciones de un problema de
optimizacidn dinamica incluyen las ecuaciones diferenciales del modelo junto a otras como los
limites inferior y superior de las variables de decision, u otras particulares de cada problema.
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Cuando las variables de decision son de tipo real, los problemas resultantes se denominan de
programacion no-lineal dindmica. Un problema general de este tipo con restricciones de
igualdad y desigualdad se formula habitualmente del siguiente modo:

minimizar  J (i, x) |
respecto a u
sujeto a:
gmivu) =2 0 m=1.2....m
Iy (xu) = 0 k=1.2. ...k

"nﬂ!i‘io:' =H = ”_mpg:l'ior

d-‘;?) = f(x(t).u(t).t)

P(t) = g(x(t).u(t).t)

donde x(t) son los estados del sistema, y(t) son las predicciones del modelo para las respuestas
medibles del sistema y u(t) es un vector de variables de decision que puede variar en funcién
del tipo de problema considerado. (Velez 2005)

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Microorganismo

Ralstonia eutropha DSM 545, se utiliza el stock de trabajo generado, descrito en el Capitulo 4.
La cepa fue mantenida en tubos inclinados de agar nutriente con glicerol (1 %) a 4 2C hasta ser
utilizados.

3.2. Fermentacion

Los datos experimentales utilizados para la simulacidon fueron tomados de experiencias en
reactor de laboratorio operado en modalidad batch. El inéculo se prepard en Erlenmayer de 1
L conteniendo 200 mL de medio de cultivo, en shaker orbital durante 24 h a 200 rpm y 359C.

Las experiencias se realizaron en fermentador Sartorious Stedim Biotech. BIOSTAT ® A Plus a
352C y pH 7, conteniendo 2 L de medio de cultivo. La concentracidon del indculo fue la
necesaria para obtener aproximadamente 0.2 g/L de biomasa al comienzo de la fermentacion.
Se tomaron muestras a intervalos irregulares para determinacion de: biomasa, glicerol,
metanol, PHB y sulfato de amonio. El oxigeno disuelto en el medio se mantuvo constante a
30% de saturacion, mediante regulacion automatica de la agitacion, la aireacién se mantuvo
constante a 1 vvm.

Se utilizd la composicién del medio de cultivo optimizada para cultivo batch en Capitulo 5,
compuesta por: 0.2 g/L MgS0,.7H,0; 1.0 g/L (NH,4),SO,, 0.06 g/L citrato de amonio y hierro (lll),
0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de solucidon de metales traza. La solucién de metales traza
consiste en: 0.3 g/L H,BO,, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnS0,.7H,0, 0.03 g/L NaMo00,.2H,0, 0.2
g/L NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS0,.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0, 0.6 g/L KH,PQ,, 10.0 g/L Na,HPO,.
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Como fuente de carbono se utilizé una dilucién del subproducto modelo para llegar a una
concentracidn de 18.3 % v/v de glicerol y 13.7% de metanol.

El pH se ajusta a 7.0 con 5.0 N NaOH/ 5.0 N HCI. El medio de cultivo fue esterilizado durante 15
min a 1212C. El metanol se esteriliz6 mediante filtracion (0.2 um).

3.3. Modelado de parametros

Para determinar los parametros de los modelos cinéticos propuestos, se tomaron los valores
promedio de concentracién de biomasa, PHB, glicerol y sulfato de amonio, obtenidas en las
fermentaciones descritas anteriormente. Los parametros fueron determinados mediante una
regresion no lineal, que minimiza las diferencias entre las predicciones del modelo y los datos
experimentales. El sistema de ecuaciones diferenciales se resolvié utilizando un programa
basado en el método de Runge Kutta de cuarto orden. El sistema multivariado se resuelve de
forma iterativa, minimizando la suma de los cuadrados de la diferencia entre el valor predicho
por el modelo y los datos experimentales (Cutlip y Shacham 2008). El programa de calculo se
realizé en Matlab (Anexo Capitulo 7). Luego de obtenido todos los parametros del proceso es
posible realizar simulaciones para diferentes condiciones de operacién.

3.3.1. Estudio de inhibiciéon por metanol

Se realizaron ensayos en escala de matraces de 1 L conteniendo 200 mL de medio de cultivo
por triplicado. Los matraces se incubaron en shaker orbital durante 48 h a 200 rpm y 359C. El
medio de cultivo se compone de: 0.2 g/L MgS0,.7H,0; 1.0 g/L (NH,4),SO,, 0.06 g/L citrato de
amonio y hierro (1), 0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0 mL/L de solucién de metales traza. La solucion
de metales traza consiste en: 0.3 g/L H,BO,, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnS0,.7H,0, 0.03 g/L
NaMo0,.2H,0, 0.2 g/L NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS0,.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0; 0.6 g/L KH,PQ,,
10.0 g/L Na,HPO,. Como fuente de carbono se utilizé una concentracién de 1,83 % v/v de
glicerol y se ensayaron 3 concentraciones de metanol 0, 1, 3y 4 % v/v.

El pH se ajustd a 7.0 con 5.0 N NaOH/ 5.0 N HCl. El medio de cultivo se esterilizé durante 15
min a 1219C en soluciones separadas de fuente de carbono, fuente fésforo y fuente de
nitrogeno y sales. El metanol se esterilizé mediante filtracidn con jeringa con filtro de 0.2 um.

El indculo se prepard en Erlenmayers de 1 L conteniendo 200 mL del medio descrito
anteriormente, en shaker orbital durante 24 h a 200 rpm y 359C.

3.3.2. Simulaciéon de produccién en batch de uso de glicerol crudo y glicerol sin
metanol.

A partir de las cinéticas encontradas, se resuelven las ecuaciones diferenciales (balances de
masa) en modalidad batch, para comparar la produccién de PHA en un medio de cultivo cony
sin metanol. El sistema de ecuaciones diferenciales se resolvié utilizando en Matlab una
funcién basada en el método de Runge Kutta de cuarto orden.
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3.3.3. Simulacién de produccion en fed batch de uso del glicerol crudo y glicerol sin
metanol.

A partir de las cinéticas encontradas, se resuelven las ecuaciones diferenciales (balances de
masa) en modalidad fed-batch, para comparar la produccién de PHA en un medio de cultivo
con y sin metanol (modelado como subproducto de biodiesel con recuperacién de metanol). El
sistema de ecuaciones diferenciales se resolvié utilizando en Matlab una funcién basada en el
método de Runge Kutta de cuarto orden. Se realizan simulaciones en Matlab y optimizacién de
la productividad volumétrica de produccidon de PHAs utilizando metodologia de superficie de
respuesta. Los factores a evaluar son: Concentracidn de fuente de carbono y nitrégeno (por su
incidencia en la produccién de PHA) en la alimentacién y caudal de entrada al reactor, para
una fermentacién de 48 horas. Como condiciones iniciales dentro del reactor, se utiliza una
composicion del medio de cultivo hallada en la optimizacidn realizada en el capitulo anterior
con una concentracién inicial de 0.5 g/L de biomasa y un volumen de medio de cultivo de 0.5 L.

3.4. Métodos analiticos

La densidad dptica de la suspensidn del cultivo se determind a 600 nm en espectrofotdmetro
UNICAM UV/VIS. Para la determinacion del glicerol, metanol y amonio residual, las muestras
fueron centrifugadas a 15000 rpm a 4°C durante 15 min. Se determind la concentraciéon
metanol y glicerol en HPLC Shimadzu equipado con una columna Shodex sugar KS-801 (8 mm x
300 mm) a 559C, utilizando agua MilliQ como eluente a 0.7 mL/min. La concentracién de PHA
se determind con kit enzimatico (Boehringer Mannheim). La concentracién de amonio residual
se determiné con electrodo de amonio ORION. Se verificd el exceso de fuente fésforo
mediante tiras QuantoFix (Anexo técnicas analiticas).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Cinética del crecimiento en batch

En la siguiente tabla se presentan los resultados promedio obtenidos en dos réplicas.

Tabla 1. Resultados fermentacion batch R.eutropha DSM 545

T'e(':)” B':’g";f)sa PHA (g/L)  Glicerol (g/L)  (NH,),SO. (g/L)

0 0,2 0 26,45 1,71
7,5 0,4 0 25,47 0,92
12 0,5 0 21,50 0,58
18 1,2 0 19,28 0,67
24 2,6 0 18,28 0,39
32 8,6 0,52 13,00 0,37
38 12,8 1,00 8,42 0,30
43 16,5 1,35 7,74 0,20
48 19,5 1,42 6,39 0,08
56 19,6 2,44 4,68 0

60 19,2 3,35 0,27 0

140



Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias
Capitulo 7 Optimizacion de la produccion

En 60 horas de fermentacion se produjeron 19 g/L de biomasa. En este periodo, se
consumieron 1.7 g/L de fuente de nitrogeno y se metabolizaron 26.2 g/L de glicerol,
manteniéndose el metanol presente en el medio, constante. La sintesis de PHB, producto de
interés, comenzo a las 32 horas y llegd a una concentracion final de 3.3 g/L. Se mantuvo un
exceso de fuente de fésforo durante toda la corrida. El metanol presente en el medio de
cultivo no fue consumido. Se determina que el nutriente limitante es la fuente de nitrégeno,
que se agota luego de 48 horas de fermentacion.

4.2. Modelo Matematico

El crecimiento del microorganismo y la acumulacién de PHA, se describe en términos de
biomasa producida, PHA acumulado, sulfato de amonio consumido y glicerol consumido.

La concentracién de biomasa total (g/L) consiste de dos partes: PHA (P) y biomasa residual (R),
en donde R se calcula como la diferencia entre la biomasa total y PHA. R es la fraccion de la
biomasa total cataliticamente activa, e incluye proteinas y 4dcidos nucleicos.

La sintesis de R se describe como:

dR _ o
ac

En donde p es la velocidad especifica de crecimiento (h™)

El producto PHA (P [g/L]) se produce y acumula principalmente en fase estacionaria (verificado
en experiencias anteriores), por lo que la cinética de produccion se modela Unicamente con un
término de produccién no asociado al crecimiento (B [g/g.h]).

dP— X R
dt_ﬂ

El consumo de glicerol (S;) se derivd en crecimiento celular y formacidn de producto. Basado
en experiencias previas se desprecia el término mantenimiento celular.

ds
i__ K e P

— X R
dt Yes1 Yp/s1

Siendo Ygs:, el rendimiento de biomasa activa (R) basado en el consumo de glicerol utilizado
para crecimiento y Yps1, el rendimiento de PHB basado en glicerol utilizado para la formacion
de producto. Se desprecia el término de mantenimiento celular.

La fuente de nitrégeno (S,) es consumida para la formacién de biomasa activa (R), vy
mantenimiento celular.
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s, _ U

= — X R

Siendo Y gss;, el rendimiento de biomasa activa basado en consumo total de fuente de
nitrégeno.

Se plantean las siguientes cinéticas para modelar el crecimiento celular.
4.2.1. Modelos para crecimiento con un sustrato limitante

El sustrato limitante del sistema fue la fuente de amonio y fue considerada en el planteo de las
cinéticas.

4.2.1.1. Monod

by —2
H=D0b
Con by = pmax (h™) y b, (g/L) constante de saturacion.
4.2.1.2. Moser
, Szbz
UW=D1=373—7—"—
's,P% 4 b,

Con by = tmax (h™"), by: constante adimensional y b3 (g/L) constante de saturacidn.

4.2.1.3. Tessier
_S2
u=b1<1—e b, ><Sz>

Con by = tmax (h™"), by: constante adimensional.
4.2.2. Modelos para crecimiento con un sustrato limitante e inhibicion por sustrato.
4.2.2.1. Andrews modificado

b

QNEEEAPEERA

Con by = pmax (h™), b, (g/L): constante del sustrato limitante y bs (g/L) constante de inhibicién.
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4.2.2.2. Aiba

S, _S2
=b x( )x b

Con by = pimax (h™), by (g/L) constante de saturacién y bs (g/L) constante de inhibicion.

4.2.3. Modelo para crecimiento con doble limitacion por fuente de carbono y
fuente de nitrégeno.

4.2.3.1. Mulchandani

S, b4
_ Sy
/J.—bl 52+b2|1—

Con by = Umax (hY), b, (g/L) constante de saturacion, bs cociente entre las concentraciones de
glicerol y sulfato de amonio en la que la velocidad especifica de crecimiento es cero y b,

constante adimensional.

4.2.3.2. Khannaetal.

Sp? Sy
(o) (o)
7% + b3 SP* + b5

Con by = Hmax (h), bs (g/L) y bs: constantes de saturacién de glicerol y sulfato de amonio
respectivamente; b, y b, constantes adimensionales.

4.2.3.3. Khanna, et al. (con inhibicidn)

SbZ Sb4 S b6 S b8
w=bi| gz | e * 1_(_1) * 1_(_2)
S+ b3b2 5%+ b5b4 b7 b9
Con by = Mmax (h™), bs (g/L) y bs: constantes de saturacion de glicerol y sulfato de amonio; b,, by,

bs y bg constantes adimensionales; b, (g/L) y by (g/L) representan la concentracion minima de
fuente de carbono y fuente de nitrégeno respectivamente para que ocurra inhibicion.

4.3. Resultados del modelado matematico

A continuacidn se detallan los resultados obtenidos para cada una de las cinéticas planteadas.
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Tabla 2. Parametros modelados

144

Monod Moser Andrews Khanna Khanna
c/inhibicién.
B 0.004 0.005 0.002 0.006 0.007
Yo 1.01 0.88 0.98 0.83 0.83
Yest 0.34 1.99 0.17 12.5 6.3
Yrsi 14.29 16.75 14.56 14.03 14.02
b, 0.13 0.13 1.29 0.63 0.62
b, 0.07 3.24 5.69 1.39 1.38
b3 0.07 1.65 61.04 61.55
b, 0.56 0.58
bs 0.0063 0.0053
bg 11.82
b, 144.19
bg 2.3
by 17.9
r2 0.9320 0.9771 0.9704 0.9745 0.9747
Sumsqr 76.52 51 64.9 31 329

Las cinéticas de Tessier y Mulchandani no se ajustaron a los datos experimentales y no se

presentan en la Tabla 2.
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Para cada modelo se presenta el coeficiente de correlacién (r?) y la suma de los cuadrados de
la diferencia entre el valor predicho por el modelo y los datos experimentales (SumSqr). El
coeficiente r* suele utilizarse para juzgar si un modelo representa un conjunto de datos. Sin
embargo no es condicién suficiente obtener r? cercano a 1 para asegurar la representatividad
del modelo. Por ello, para evaluar los modelos se toma en cuenta, ademas, la distribucién de
los residuos (Anexo Capitulo 7) y el valor obtenido Sumsqr de la regresién. Teniendo en cuenta
estos elementos se obtiene que el modelo que mejor representa los datos experimentales es
el modelo de Khanna (limitacién dual) sin inhibicién. En las Figuras 1-5 se presentan las graficas
correspondientes al modelo ajustado para cada cinética y los valores experimentales
obtenidos. (Punteado datos experimentales y linea continua modelo ajustado)
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+ = PHB
o *r — Glicerol
? + +  Glicerol
= SA
é *  SA
§ 20+ % + *
& .
=
@
— Ed
=
215+
o
I
o * *
o
=
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Figura 1. Monod
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Figura 3. Andrews
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Figura 4. Khanna
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Figura 5. Khanna con inhibicion

La limitacién de crecimiento dual (por dos nutrientes, modelo de Khanna) se detecta en
microorganismos que muestran variacién en los rendimientos de biomasa bajo diferentes
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limitaciones de nutrientes heterdlogos (no interactian entre si, como la fuente carbono y
fuente de nitrégeno). Esta variacion es causada, en R eutropha por cambios fisiologicos debido
a la acumulacion del compuesto de reserva PHA. La acumulacién y reserva de PHA responde a
la deficiencia de un nutriente en el medio, en este caso la fuente de nitrégeno, que detiene el
crecimiento exponencial. El exceso de carbono remanente se almacena como compuesto de
reserva (PHA) predominantemente en la fase estacionaria de crecimiento. La relacién entre
fuente de carbono y fuente de nitrégeno en el medio, determina, en concordancia con el
modelo matematico descrito (Khanna y Srivastava 2006), si el flujo de carbono se destina a

producir biomasa o PHA.
4.4. Estudio de inhibicién por metanol

Se calcularon para cada cultivo de R. eutropha a diferentes concentraciones de metanol, la
velocidad especifica de crecimiento maxima. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Velocidad especifica de crecimiento en R. eutropha con diferentes concentraciones de metanol
% v/v Metanol umax

0 0.050
1 0.045
3 0.026
4 0

Se determind un modelo para ajustar la cinética de inhibicién que se presenta a continuacion:
Umax = 0.05[1 — 0.024 x M]
Siendo M: Concentracién de Metanol expresado en g/L.

Incluyendo la cinética de inhibicidn por metanol, en la cinética de Khanna obtenida en el punto

anterior, se obtiene la siguiente expresion:

51.39 50.56
1= 0.85x% (1 —0.024%x M) x L ]x[ z

511.39 + 61139 53.56 + 0.00630'56

4.5. Simulacion y comparacion de produccidon en batch de uso de glicerol crudo y
glicerol sin metanol como fuente de carbono.

Con la cinética hallada se simula la produccidon de PHA en fermentacion batch a partir de
diferentes concentraciones de metanol en el medio de cultivo, comenzando por la
concentracion del glicerol crudo y terminando con concentracién de metanol cero al inicio del
cultivo (Figura 6). Los resultados se presentan a continuacion.
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Figura 6. Simulacion de produccion en modalidad batch utilizando glicerol crudo y glicerol como fuente de
carbono

De la simulacidn se obtiene que para un medio de cultivo sin metanol, las concentraciones
finales de las variables evaluadas fueron: Biomasa residual 21.78 g/L, glicerol residual, 0.58 g/L
y PHA, 4.23 g/L.

En la Tabla 4 se comparan los resultados obtenidos para el medio de cultivo con y sin metanol:

Tabla 4. Comparacion de produccion batch utilizando glicerol con y sin metanol

Glicerol residual Biomasa residual (R)
Fuente de Carbono PHA (g/L)
(/L) (/L)
Glicerol crudo 2.26 20.46 3.18
(modelo)
Glicerol sin metanol 0.58 21.78 4.23

Se observa que se produce un aumento del 2.5 % en la produccién de PHA utilizando como
fuente de carbono glicerol sin metanol.

Dado que el glicerol crudo con recuperacion de metanol tiene un precio de mercado superior
al glicerol crudo, se debera realizar un estudio econdmico para determinar cudl de las dos
fuentes de carbono resulta mas rentable a nivel econémico.

4.6. Simulacion y comparacion de produccion en fedbatch del uso de glicerol
crudo y glicerol sin metanol como fuente de carbono.

4.6.1. Modelo matematico

Se presentan a continuaciéon los balances de masa para un reactor fed-batch utilizados en la
simulacién.

Alimentacion de glicerol en fase inicial (g/L): GP
Alimentacion de biomasa residual en fase inicial (g/L): RP

Alimentacién de sulfato de amonio en fase inicial (g/L): NP
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Alimentacién de metanol en fase inicial (g/L): MP
Caudal (L/h): FP

Concentracion de glicerol (g/L): G=Ng /V;
Siendo Ng, la masa en gramos de glicerol

Concentracion de biomasa residual (g/L): R=Nr/ V;
Siendo Nr, la masa en gramos de biomasa residual

Concentracion de sulfato de amonio (g/L): N=Nn/V;
Siendo Nn, la masa en gramos de sulfato de amonio

Concentracion de metanol (g/L): M = Nm / V;
Siendo Nm, la masa en gramos de metanol

Concentracion de PHA (g/L): P=Np / V;
Siendo Np, la masa en gramos de PHA

Cinética:

Gl.39 N0.56
u=0.85x (1—0.024M) x < R 611‘39> X <N0_56 - 0.00630-56>

Balance de biomasa residual (g/h):
dNrdt=FP *RP + u*V *R

Balance de glicerol (g/h)

dNgdt = FP x GP - 1.2 * p * V * R-0.000448*R*V
Balance de sulfato de amonio (g/h):
dNndt =FP * NP - 0.07*u *V *R
Balance de metanol (g/h):

dNmdt = FP * MP

Balance de PHA (g/h)

dNpdt = 0.0056*R*V;

Variacion de Volumen (L/h):

dvdt = FP;
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4.6.2. Disefio de simulacién

Para realizar la optimizacidén, se realizan simulaciones de fermentaciones en modalidad fed-
batch (Matlab). Los factores seleccionados para la optimizacion fueron, fuente de carbono,

fuente de nitrégeno y caudal de entrada.

Los niveles codificados utilizados para cada uno de los factores para el medio de cultivo con
glicerol (sin metanol) como fuente de carbono fueron los siguientes:

Tabla 5. Niveles codificados utilizados en la simulacién con glicerol

Factor -1.68 -1 0 1 1.68
Glicerol (g/L) 63.2 70 80 90 113.6
Sulfato de
Amonio 1.4 15 35 55 68.6
(8/L)
Caudal (L/h) 0.13 0.2 0.3 0.4 0.47

Los niveles codificados utilizados para cada uno de los factores para el medio de cultivo con
glicerol crudo (se mantiene la relacion glicerol/metanol del subproducto modelo) como fuente

de carbono fueron los siguientes:

Tabla 6. Niveles codificados utilizados en la simulacion con glicerol crudo

Factor -1.68 -1 0 1 1.68
Glicerol
16.4/8. 15. 2 2. . 31
(g/L)/Metanol 6.4/8.5 30/15.5 50/26 70/32.3 83.6/43.3
Sulfato de
1.52 2 1 .
Amonio (/L) 5 9 0 3 38.5
Caudal (L/h) 0.13 0.2 0.3 0.4 0.47

El disefio utilizado para la optimizacién se describe en la Tabla 7:
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Tabla 7. Disefo de optimizacion de produccion en modalidad Fed-batch
Glicerol (g/L) 6

Glicerol/Metanol Sulfato de Amonio (g/L) F(L/h)

X1 X2 X3
1 -1,00000 1,00000 1,00000
2 1,00000 -1,00000 1,00000
3 1,68179 0,00000 0,00000
4 -1,68179 0,00000 0,00000
5 1,00000 1,00000 -1,00000
6 0,00000 0,00000 0,00000
7 0,00000 1,68179 0,00000
8 1,00000 1,00000 1,00000
9 0,00000 -1,68179 0,00000
10 -1,00000 -1,00000 1,00000
11 -1,00000 -1,00000 -1,00000
12 0,00000 0,00000 -1,68179
13 -1,00000 1,00000 -1,00000
14 1,00000 -1,00000 -1,00000
15 0,00000 0,00000 0,00000
16 0,00000 0,00000 1,68179

Se realizaron en total 16 simulaciones en Matlab, para cada una de las condiciones descritas
anteriormente para las dos fuentes de carbono.

4.6.3. Resultados de la optimizacion de la produccion de PHA en modalidad fed-
batch utilizando glicerol como fuente de carbono (sin metanol).

Luego de realizadas las simulaciones, se realizaron las superficies de respuesta en software
Statistica. La productividad volumétrica (QP g/Lh), se grafica como variable codificada,
tomando valor 1 para el maximo observado. Los factores se grafican de a pares, tomando el
tercer factor fijo en el nivel central. (Figura 7)
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
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Figura 7. Superficie de respuesta QP R.eutropha en modalidad fedbatch utilizando glicerol como fuente de
carbono.

Analisis de las superficies de respuesta

Sulfato de Amonio vs Glicerol: Se observa mayor respuesta a mayor nivel de Glicerol y nivel
central de Sulfato de Amonio.

Glicerol vs Caudal: Se observa mayor respuesta a mayor nivel de Glicerol y nivel central de
caudal de entrada.

Sulfato de Amonio vs Caudal: La mayor respuesta se encuentra en niveles centrales de ambos
factores.

Para hallar los niveles de los factores que maximicen la productividad volumétrica, se realiza
un perfil de prediccidn. Los niveles hallados se presentan a continuacién, junto con el valor
predicho de productividad volumétrica e intervalo de confianza. (Tabla 8)(Figura 8)
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Tabla 8.Niveles optimizados para la produccién de PHA utilizando glicerol como fuente de carbono

Current factor settings and predicted responses (Spreadsheet3) Predicted responses at the
current level of each factor in the model

X1 X2 X3 Predictd Desirbty -95%CI +95%Cl
1,6818 ,8409 ,8409 0,227514 1,000000 0,153141 0,301886

Profiles for Predicted Values and Desirability
Glicerol (g/L) Sulfato de Amonio (g/L) F (L/h) Desirability
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Figura 8. Perfiles de prediccion R.eutropha en modalidad fedbatch utilizando glicerol como fuente de carbono

4.6.4. Resultados de la optimizaciéon de la produccion de PHA en modalidad fed-
batch utilizando glicerol como fuente de carbono (sin metanol).

Luego de realizadas las simulaciones, se realizaron las superficies de respuesta en software
Statistica. La productividad volumétrica (QP g/Lh), se grafica como variable codificada,
tomando valor 1 para el maximo observado. Los factores se grafican de a pares, tomando el
tercer factor fijo en el nivel central. (Figura 9)
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Qp (g/Lh)
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Desirability
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Desirability Surface/Contours; Method: Least Squares Fit
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Figura 9. Superficie de respuesta R. eutropha en modalidad fedbatch utilizando glicerol crudo como fuente de
carbono

Analisis de las superficies de respuesta

Sulfato de Amonio vs Glicerol: Se observa mayor respuesta a nivel central de Glicerol y nivel
central/superior de Sulfato de Amonio.

Glicerol vs Caudal: Se observa mayor respuesta a nivel central de Glicerol y nivel inferior de
caudal de entrada.

Sulfato de Amonio vs Caudal: La mayor respuesta se encuentra en niveles altos de sulfato de
amonio y bajos de caudal.

Para hallar los niveles de los factores que maximicen la productividad volumétrica, se realiza
un perfil de prediccion. Los niveles hallados se presentan a continuacién, junto con el valor
predicho de productividad volumétrica e intervalo de confianza. (Figura 10) (Tabla 9)

155

cooo -
MR D o



Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias | 156
Capitulo 7 Optimizacion de la produccion
Profiles for Predicted Values and Desirability
Glicerol (g/L) Sulfato de Amonio (g/L) F (L/h) Desirability
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Figura 10. Perfiles de prediccion para R. eutropha en modalidad fedbatch utilizando glicerol crudo como fuente

de carbono

Tabla 9. Niveles optimizados para la produccién fedbatch de PHA en R. eutropha utilizando glicerol crudo como

X1
,8409

X2
1,6818

X3
-1,682

fuente de carbono.

Current factor settings and predicted responses (Spreadsheet3) Predicted responses at the
current level of each factor in the model

Predictd
0,025383

Desirbty
1,000000

-95%CI
0,023219

4.7. Comparacion de sistemas batch y fedbatch.

En la Tabla 10 se resumen los resultados obtenidos para ambas modalidades de fermentacion.

La respuesta evaluada es la productividad volumétrica de PHA (QP g/Lh)

Tabla 10. Comparaciéon modalidad batch y fedbatch

Fuente de Carbono

Glicerol crudo

Glicerol sin metanol

Batch
0.066
0.088

Fedbatch
0.025
0.23

+95%CI

0,027548

Qp crudo (g/Lh)
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Los valores de productividad volumétrica para modalidad batch (con ambas fuentes de
carbono) y en modalidad fedbatch (utilizando glicerol sin metanol) se encuentran dentro del
rango encontrado en la revision bibliografica en el Capitulo 3 (0.066-0.8 g/Lh).

La productividad volumétrica del sistema en el cual se simuld la utilizacién de glicerol crudo fue
menor con respecto a la productividad del sistema simulado con un medio de cultivo con
glicerol sin metanol. Esto esta de acuerdo a la inhibicién por presencia de metanol detectada
en R. eutropha.

Se observa una disminucion de la productividad para el sistema simulado con glicerol crudo
como fuente de carbono, comparando una modalidad de produccién batch contra una
modalidad de operacion fedbatch. Esto puede deberse a la acumulacion de metanol en el
sistema fedbatch, en el cual de forma continua se agrega metanol al sistema. Al aumentar la
concentracion de metanol en el medio, aumenta el nivel de inhibicion de R. eutropha,
traduciéndose en una menor productividad.

Para el sistema simulado con glicerol sin metanol presente en el medio de cultivo, se observo
una mejora de aproximadamente un orden al pasar del sistema de operacién batch a fedbatch.

5. CONCLUSIONES

El crecimiento en batch de R.eutropha DSM 545 en un medio de cultivo utilizando un
subproducto modelo de glicerol crudo como fuente de carbono puede ser descrito por el
modelo de doble limitacién de Khanna sin inhibicion por sustrato y con inhibicién por metanol.
Se realizaron simulaciones de produccién batch y fedbatch, con dos fuentes de carbono:
glicerol crudo y glicerol sin metanol.

En la simulacién de produccién batch de PHA, con glicerol crudo y glicerol sin metanol, no se
aprecian diferencias significativas entre las productividades volumétricas generadas al utilizar
una u otra fuente de carbono.

Para la produccién fedbatch, donde se optimizaron las condiciones de entrada al reactor
(Flujo, fuente de carbono y fuente de nitrdgeno). Se observa una fuerte inhibicién en el
sistema que utiliza glicerol crudo, por acumulacién de metanol. Utilizando glicerol sin metanol
como fuente de carbono se obtiene una productividad de aproximadamente un orden mayor
que con glicerol crudo.
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El glicerol crudo, residuo procedente de la produccidn de biodiesel, esta siendo estudiado para
la utilizacion en procesos biotecnoldgicos como reemplazo de las fuentes de carbono mas
costosas tales como glucosa y sacarosa. En la produccién de polihidroxialcanoatos, la materia
prima puede llegar a tener una implicancia del 50 % en el total de costos de produccion. Por
este motivo un descenso en el precio de la materia prima empleada tiene una repercusion
importante en el precio final del producto.

Ha sido reportado por Yu y otros (2013)* que el costo de produccidn de PHB, para una planta
de 15000 Ton/afio es de 6 USD/kg si se utiliza glucosa como sustrato y entre 1.15-2.38 USD/kg,
utilizando glicerol residual (con recuperacién de metanol) como fuente de carbono. Esta
estimacion se obtuvo mediante simulacién para productividades volumétricas de entre 0.23-
1.1 g/L.h de PHA, y se encuentra dentro del rango de productividad obtenido en esta tesis
(0.23 g/Lh para el sistema fedbatch con subproducto modelado con recuperacién de metanol).
El valor de costo reportado es prometedor, por lo cual como continuacion del trabajo se
plantea verificar experimentalmente las condiciones de operacién encontradas en las
simulaciones febatch (para ambos modelos de subproducto con y sin recuperacion de
metanol) y posteriormente realizar un andlisis econdmico y financiero del proceso.

1
Yu, A. S., y otros. «Influéncia de parametros de processo na viabilidade econémica do processo de produgao de PHB a partir de
residuo da produgao de biodiesel.» Foz de Iguagu: XIX Simpdsio Nacional de Bioprocessos-SINAFERM, 30 de julho-02 de
agosto 2013.
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1. DETERMINACION DE LA CORRELACION ENTRE EL PESO SECO DE BIOMASA Y
LA MEDIDA DE ABSORBANCIA DE LA MUESTRA.

1.1. Objetivo

Se hallara una correlacién lineal entre el peso seco y la medida turbidimétrica.

1.2. Definicion

La propiedad a determinar es la pendiente que correlaciona peso seco (g/L de biomasa) con
turbidimetria (Absorbancia).

1.3. Campo de Aplicacion

La técnica turbidimétrica no es util si existen cantidades significativas de sdélidos en el medio.
Cuando este método se utiliza para estimar una masa de microorganismos micelares, es
necesario homogeneizar la muestra. Es importante al utilizar este método que los
componentes del medio o los productos de fermentacion no absorban la luz a la longitud de
onda utilizada. La correlacién hallada es valida para el medio de cultivo y el microorganismo
estudiados.

1.4. Principio

Un cultivo bacteriano actia como una suspensién coloidal bloqueando y reflejando la luz que
pasa a través de él. Dentro de ciertos limites la luz absorbida o reflejada por una suspension
bacteriana, es directamente proporcional a la concentracion de células que hay en el cultivo.
Por lo tanto aplicar nefelometria, es decir la medida de la reflexidon de los rayos de luz o bien
turbidimetria, es decir la medida del porcentaje de absorcion de luz, a la suspensidn bacteriana
se puede estimar la masa de células presentes y en algunos casos, el nimero de
microorganismos.

1.5. Materiales
1.5.1. Reactivos

No corresponde.

1.5.2. Soluciones

e Se preparan 90 mL del medio de cultivo estéril*.

1 .1s .z , .z e s

Esterilizar en autoclave por separado: solucién de azlcares, soluciéon con fuente de nitrégeno y
solucién mineral; la solucion de vitaminas se esteriliza por filtracion. EIl medio se compone uniendo
todas las soluciones en condiciones asépticas.
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Se separan 30 mL en un Erlenmeyer de 100 mL y se etiqueta como B, los 60 mL
restantes se colocan en un Erlenmeyer de 500 mL y se etiqueta como M.

La muestra B se guarda en la heladera a 42C, hasta el momento de preparar las
diluciones.

La muestra M se inocula con el microorganismo de interés y se desarrolla el cultivo en
condiciones adecuadas segun el microorganismo. El cultivo obtenido se divide en dos
partes iguales y se las etiqueta como M,y M,.

Se preparan diluciones de M, M,, B, utilizando agua destilada, midiendo el volumen
con macro o micropipeta segun Tabla 1 (se debe preparar las diluciones antes de
realizar la medida).

Tabla 1.. petalle de la preparacion de diluciones para las muestras M;, M, y B
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Dilucion mL de muestra original (t;) mL de agua (t,)
S/D 10 (macropipeta) 0
1/2 5 (macropipeta) 5 (macropipeta)
1/5 2 (macropipeta) 8 (macropipeta)
1/10 1 (micropipeta) 9 (macropipeta)
1/20 0.5 (micropipeta) 9.5 (macropipeta)
1/50 0.2 (micropipeta) 9.8 (macropipeta)
1/100 0.1 (micropipeta) 9.9 (macropipeta)

1.5.3.

Equipos Y Accesorios

Estufaa 80 0 110 °C.

Espectrofotometro.

Micropipeta (hasta 1000 uL) y Macropipeta (hasta 10 mL).

30 tubos de vidrio.
Agitador vortex.

Balanza analitica.

Equipo de filtracion por membrana.

3 membranas de 0.2 um.

3 placas de Petri.

1 pipeta aforada de 10.00 mL.
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e Desecador

1.6. Procedimiento
1.6.1. Maedida de peso seco.

Se identifica con un nimero tres placas de Petri. Se coloca en ellos, las tres membranas de 0.2
pm. Las placas con las membranas se colocan en estufa a 80 2C durante 2 horas, se retira de la
estufa, se deja enfriar en desecador y se pesan” los filtros en balanza analitica. Se toman con
pipeta aforada muestras de 10 mL del medio de cultivo y se filtran a través de las membranas.
Se coloca en estufa a 80 2C durante 24 horas 0 a 1102 C durante 8 horas.

Una vez transcurrido este tiempo se retira de la estufa, se deja enfriar en desecador y se pesa®.
Se coloca en estufa por media hora mas y se repite el proceso hasta peso constante.

1.6.2. Maedida Espectrofotométrica
Las muestras a medir son las preparadas segun la tabla 1. Las medidas se realizan por
triplicado® a A= 600 nm, utilizando como blanco la muestra B con igual dilucién.

1.7. Expresion De Los Resultados
1.7.1. Método Y Férmula De Calculo

Se calcula los gramos por litro de biomasa de la siguiente forma:

giniciales = g(membrana)
gfinales = g(membrana +biomasa)
gbiomasa = g¢finales — giniciales

g / LBiomasa = M Xlooom_l-
10mL L

Se calculan los gramos por litro de cada dilucidn segun:

/L,
g / I‘Dilucién = [ g t plomasa thJ
1 +t2
t, = mLdemuestraoriginal

t, = mLdeagua

Finalmente se halla la correlacion entre g/L de biomasa para distintas diluciones y la
absorbancia.

2 . . . .
Se realizan 5 medidas consecutivas, se toma el promedio.
3 . . . .
Se realizan 5 medidas consecutivas, se toma el promedio.
4 . ..
Se toma el promedio de las tres mediciones.
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1.7.2. Incertidumbre

Se realiza el calculo de errores utilizando el método de propagacion:

Aginiciales =1E- 49
Ag finales — 1E - 4g
Agbiomasa = Ag finales + Aginicia|es =2E - 4g

Ag/L

biomasa

biomasa + AV jx g / L
V

g biomasa

Ag / Lbiomasa =(

Para las diluciones:

AG / Lyieion = (Ag Lonas + 24, + AL jx (g / Ldilucién)

g / Lbiomasa tl t2

Error en la pendiente:

P :((Ag ! Lgingcion )1 + (AQ 7 Liiucion )2 + AA +AA, jx =
(9/ Lgingcion )1 * (97 Lginucion )2 A-A

Donde los subindices 1 y2 refieren a los extremos del intervalo de medida.

El error en la ordenada en el origen se puede estimar por propagacion a partir de la ecuacion
de la curva de calibracion:

Aordenada =AA +(g/L )i X AP + P x(AQ/ Lyucion )i

dilucion

Dénde:

(9/ Lyiueion )i - Son los g/L correspondientes a una de las diluciones realizadas identificadas con

el subindice i

Ai- Es la absorbancia medida para la muestra (9/ Lycion);
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2. DETERMINACION DE METANOL Y GLICEROL POR HPLC
2.1.  Principio y Aplicacidn

La determinacion de carbohidratos y algunos alcoholes se realiza mediante separacidn por
cromatografia liquida de alta presion de intercambio idnico y posterior deteccidn con detector
de indice de refraccidn.

Para ello se utiliza una columna con un gel de intercambio catidnico consistente en un
copolimero de estireno-divinilbenceno sulfonado en el cual es posible separar monosacaridos,
disacdridos, oligosacaridos y alcoholes derivados de carbohidratos utilizando agua Milli-Q
como fase movil.

2.2. Equipos y Materiales:

Equipo HPLC Shimadzu compuesto por:
e 2 Bombas LC 10 AD VP
e Horno CTO-10 ACVP
e DetectorRID-10A
e Controlador del sistema SCL— 10 AVP
e Inyector automatico SIL 10 AD VP
e Software: Class VP 5.032
e Columna Shodex Sugar KS — 801 (8mm x 300mm)
e Precolumna: Shodex Sugar KS-G
e Matraz Kitasato y embudo con soporte (47 mm de didametro)
e Trampa de vacio o bomba
e Membranas compatibles con fase acuosa 0,22pum o0 0,45um de 47 mm de didmetro
e Filtros compatibles con fase acuosa de 0,22 um , 13 mm de didmetro
e Jeringa para filtracién de muestras
e Equipo para obtencién de agua Milli-Q

e \Viales

2.3. Reactivos y Soluciones

Nota: Utilizar reactivos de la mayor calidad disponible (p.p.a o ultra puro)

Fase Movil: Filtrar el agua Milli-Q por vacio antes de usar utilizando las membranas de 0,22 o
0,45 um, de 47 mm de didmetro.

2.3.1. Soluciones Stock de estandares para calibracion

Preparar soluciones stock de los analitos a determinar de 20 g/L (evaluar estabilidad a 42C).
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Preparar por dilucion de las soluciones stock, soluciones de concentracién adecuada a los
efectos de cubrir el rango de trabajo. Realizar una curva de calibracién con 5 puntos.

2.4. Procedimiento

2.4.1. Pre-tratamiento de la muestra

Dilucién adecuada (de acuerdo a curva de calibracién) y filtracion por membrana 0,22 Cm.
2.4.2. Condiciones Instrumentales

Temperatura: 55 2C

Flujo: 0,7 mL/min
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3. BIOANALISIS ENZIMATICO DE ACIDO D-3-HIDROXIBUTIRICO.
3.1. Fundamento

En presencia de la enzima 3-hidroxibutirato deshidrogenasa (3-HBDH), el &acido D-3-
Hidroxibutirico es oxidado por la nicotinamida adenin dinucleétido (NAD) a acetoacetato.

3-HBDH

() D-3-Hidroxibutirato+ NAD" _ acetoacetato+NADH +H"

En la reaccidon catalizada por diaforasa, el NADH formado convierte el cloruro de
iodonitrotetrazolio (INT) en formazan que es medido en su maximo en el rango visible a 492
nm.

(1)  NADH + INT + H+* &l NAD* + formazan

La reoxidacion del NADH es necesaria para desplazar el equilibrio a favor de la formacién de
acetoacetato.

3.2. Pretratamiento de la muestra.

Una muestra de 1 mL de cultivo es tratado a 852C 15 min, para desnaturalizar el material
proteico y genético y desestabilizar la membrana externa. En el caso de Ralstonia eutropha
DSM 545, este tratamiento también desnaturaliza la PHB depolimerasa, una enzima de la
pared del granulo de PHB, capaz de degradar el biopolimero®

Centrifugar a 15000 rpm durante 15 min a 42C. Descartar el sobrenadante y conservar el
sedimento en tubo rotulado a 42 C para determinacién de PHB.

3.3. Digestion propandlica.

Resuspender el pellet con 0.8 mL de propanol y 0.2 mL de H,SO,. En tubo cerrado calentar por
60 min a 902C para transformar el PHB en una mezcla de acidos monoméricos y
propionilésteres. Agregar 9.0 mL de agua destilada y agitar.

A 1 mL de ésta solucion agregar 80 puL de KOH 10M y mantener a temperatura ambiente
durante 10 min, para hidrolizar los propionilésteres.

Para ajustar el pH se utilizan 100 pL de Tris-HCl (4M, pH 7.8). La alicuota neutralizada es
centrifugada (2 min 21000g) y el sobrenadante es utilizado para la determinacién enzimatica.®

> Enzymatic recovery and purification of polyhydroxybutyrate produced by Ralstonia eutropha, Kapritchkoff, F.; Viotti, A.; Alli, R.;
Zuccolo, M.; Pradella, J.; Maiorano, A.; Miranda, E.; Bonomi, A.; Journal of Biotechnology 122 (2006) 453-462.

6 Determination of polyhydroxyalkanoates in activated sludge by ion chromatographic and enzimatic methods. Heddelman, R.;
Fleischmann, T.; Hany, R.; zehnder, A. journal of microbiological methods 35 (1999) 111-119.
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3.4. Test enzimatico Boehringer Mannheim
3.4.1. Contenido

e Botella 1 con 25 mL de solucion del buffer: fosfato de potasio/trietanolamina, pH 8.6;
Triton X-100.

e Tres botellas 2 cada una con 35 mg liofilizados de diaforasa, aprox 4U; NAD aprox 28
mg.

e Botella 3 con cloruro de idonitrotetrazolio, aprox 2.5 mL.

e Botella 4 con aprox. 1.8 mL de suspensién de 3-hidroxybutirato deshidrogensa, aprox.
27 U.

3.4.2. Procedimiento

Longitud de onda: (Hg) 492 nm

Cubetas: 1.00 cm

Temperatura 20-252C

Volumen final: 3.050 mL

Lectura contra aire (sin cubeta de blanco) o contra agua o blanco.

Muestras: 0.4-12 ug D-3-hidroxibutirato en 0.100-2.000 mL de muestra.

Pipetear en cubetas Blanco Muestra
Solucién 1’ 0.600 mL 0.600 mL
Solucién 2 0.200 mL 0.200 mL
Solucién 3 0.200 mL 0.200 mL

Solucién muestra - 0.100 mL
Agua bidestilada 2.000 mL 1.900 mL

Mezclar**, luego de 2 min medir la absorbancia de las soluciones (A;). Repetir la medida
luego de 2 min.

Si el cambio en la absorbancia es mayor a 0.010, la muestra debe ser pretratada (remocién
de sustancias reductoras). Si el cambio en la absorbancia es menor a 0.010, el
pretratamiento no es necesario, la reaccion comienza inmediatamente luego de la medida
anterior mediante el agregado de:

Suspension 4 0.050 mL 0.050 mL

Mezclar, medir la absorbancia de las soluciones exactamente 20 min luego de la adicién de
la suspensién 4 (A;). Repetir la lectura luego de 10 min exactamente (A3).

7 T . .z .
Para analisis en serie se puede preparar una solucidon stock mezclando las soluciones 1,2 y 3.Esta
solucidn stock es estable por una hora guardada en la oscuridad a 20-25 2C
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Diferencia de la absorbancia para el en blanco:
AAblanco= (A2-A1)pianco - 2 X (A3-A2) planco
Diferencia de la absorbancia para la muestra:
AAmuestra = (A2-A1) muestra = 2 X (A3-A2) muestra

Restar la diferencia de la absorbencia del blanco a la diferencia de la absorbancia de la
muestra.

AA = AAmuestra-AAblanco

Para acelerar de la medida y simplificar el calculo, la medida de A3 se puede rechazar con
poca incidencia en el resultado. En este caso se calcula la diferencia de la absorbancia de la
siguiente manera:

AA =(A2'A1) muestra '(Az'Al) blanco

Las diferencias en las medidas de la absorbancia deben, en general, ser por lo menos 0.100
unidades de la absorbancia para alcanzar resultados suficientemente exactos (véase:
“instrucciones para realizar del andlisis” y “de la sensibilidad y del limite de deteccion”).

3.4.3. Calculo

Segun la ecuacién general para calcular la concentracion:

V x MW “
exdxvx1000

C(g/L)=
V = volumen final [mL]

v = volumen de muestra [mL]

MW = peso molecular de la sustancia [g/mol]
d =camino dptico [centimetro]

€ coeficiente de extincién de formazan en 492 nandmetro = 19.9 [l x cm-1 del x mmol-1]

C(g/L) = 3050x104.1 | \A_ 01506 AA

19.9x1.00x0.100x1000

Si la muestra se ha diluido en la preparacion, el resultado debe ser multiplicado por el factor F.
de la dilucion.
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3.4.4. Instrucciones para realizar el analisis

La cantidad de acido de D-3-hidroxibutirico presente en el analisis tiene que ser entre 0.4-12
pg. La solucién de la muestra se diluye hasta que una concentracion acida de D-3-
hidroxibutirico de no mas que 0.12 g/L.

Tabla de diluciones
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Cantidad estimada de dcido . L.
. L Dilucion con agua Factor de dilucion F
D-3-hidroxibutirico (g/L)
<0.12g - 1
0.12-1.2g 149 10
1.2-12g 1499 100
>12g 1+999 1000

Si la diferencia medida en la absorbancia (AA) es demasiado baja (por ej, 0.100), la solucion
de la muestra se debe preparar otra vez (dilucion menor).

3.4.5. Informacion técnica

1. Para andlisis en serie, una solucién stock puede ser preparada mezclando las
soluciones 1, 2 y 3. Esta solucidén stock es estable para 1 h cuando estd almacenada en la
oscuridad. Utilizar 1.000 mL para cada analisis.

2. El sistema de reaccidon es sensible a la luz (luz del dia o luz artificial) después de la
adicion de el INT (la solucidn 3 o mezcla de reaccion), la incubacidn debe realizarse en la
oscuridad:

a) si incuba en el espectrofotémetro, cerrar el compartimiento de la cubeta fuera del
alcance de la luz.

b) Cubrir las cubetas o almacenarlas en un armario oscurecido.

3. Al realizar el cdlculo, los resultados se expresan como acido D-3-hidroxibutirico (masa
molar 104.1 g/mol).
4, El acido hidroxibutirico libre no se puede utilizar en soluciones de control porque la

reaccién no es cuantitativa. La razén de esto puede ser, (similar al acido lactico) la formacion
de ésteres los cudles no se convierten en la reaccidn enzimatica. Se recomienda utilizar D, L-3-
hidroxibutirato de sodio para la preparaciéon del control del analisis (ver preparacién de
soluciones).

3.4.5.1. Especificidad

El método es especifico para el D-3-hidroxibutirico.

En el analisis del mono-sodio-L-D-hidroxibutirato (PM 126.1), resultados del aproximadamente
50% tienen que ser esperados (Solamente la forma D se mide enzimaticamente).

3.4.5.2. Sensibilidad y limite de deteccién

La absorbancia minima que distingue el procedimiento es 0.005 unidades de la absorbancia.
Esto corresponde a un volumen de muestra maximo v = 2.000 mL de una concentracion de
acido D-3-hidroxibutirico de la solucion de muestra de 0.04 mg/L. El limite de deteccion de 0.2
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mg/L se deriva de la diferencia de la absorbancia de 0.020 y de un volumen de muestra
maximo v = 2.000 mL.

3.4.5.3. Linealidad

La linealidad de Ila determinacidn existe a partir de 0.4 pg de 4cido D-3-
hydroxybutyrico/muestra (0.2 ug acido D-3-hydroxybutyrico/ L de muestra; volumen de
muestra v=2.000mL) hasta 12 pg de acido D-3-hydroxybutyrico/muestra (0.12 pg acido D-3-
hydroxybutyrico/ L de muestra; volumen de muestra v=0.100mL).

3.454. Precisidon

En una determinacién doble, usando una solucidn de muestra, puede ocurrir una diferencia de
0.005 a 0.010 unidades de la absorbancia. Con un volumen de muestra de v = 0.100 ml y
medido a longitud de onda 340 nanometros, éste corresponde a una concentracion acido D-3-
hydroxybutyrico de aproximadamente 0.8 - 1.5 mg/L (si la muestra se diluye durante la
preparacion de la muestra, el resultado tiene que ser multiplicado por el factor F. de la
dilucién). Si la muestra se pesa para la preparacion de la muestra, por ejemplo. con 1 g
muestra/100 mL = 10 g/L, se puede esperar una diferencia de aproximadamente 0.01-0.015

g/100 g.

3.455. Interferencia/fuentes del error

a) Soluciones que se utilizan después de la fecha de la expiracidn indicada, o mezclas el
reactivo del bifasico, NAD, y de INT almacenado para mas de una hora a 20-25°C antes
de ser utilizado, da lugar a una reaccidén retrasada que se debe considerar en calculo
de A2 por extrapolacion al tiempo de adicion de la suspensién 4 (3-HBDH).

b) Altas concentraciones de sustancias reductoras, como el acido L-ascérbico o acido

sulfuroso, interfieren en el analisis debido a su reaccidon con INT. Esta interferencia es
eliminada por el tratamiento precedente de la muestra con H,0,:
Pesar la muestra o medir con una pipeta la solucion de muestra diluida (en caso de
necesidad), en un frasco volumétrico de 50 mL. Llenar con agua hasta un volumen de
cerca de 40 mL, agregar 0.5 mL de KOH (2 M) y 0.01 mL de H,0,. (peso/volumen del
30%), incubar minutos en 70°C, ajustar el pH a 7-8 con H,S0O, (1 M). Permitir que la
solucidn se enfrie hasta 20-25°C. Completar los 50 mL; mezclar la solucion y filtrar si es
necesario. Utilizar el liquido filtrado para el analisis.

3.4.5.6. Reconocimiento de interferencia durante el procedimiento de analisis

Si la conversidn del acido D-3-hidroxibutirico se ha terminado segun el tiempo dado bajo
“procedimiento”, puede ser concluir en general que no ha ocurrido ninguna interferencia.

e Para verificar que no existan interferencias, se puede realizar el siguiente ensayo:
luego de culminada la reaccién, agregar D, L-3-hidroxibutirato monosddico: si la
absorbancia es alterada luego de la adicion del estandar, esto es una indicacién que no
han ocurrido interferencias.

e El error del operador o interferencia de la determinacidn debido a la presencia de
sustancias contenidas en la muestra se puede reconocer realizando una determinacion
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doble, usando dos diversos volimenes de muestra (por ejemplo. 0.100 mL y 0.200
mL): las diferencias medidas en absorbancia debe ser proporcional a los volimenes de
muestra usados. Al analizar muestras sdlidas, se recomienda que las diferentes
cantidades (1 gy 2 g) se pesen en frascos volumétricos de 100 mL. Las diferencias de la
absorbancia medidas y los pesos de la muestra usados debe ser proporcional para los
volimenes de muestra.

Posible interferencia causada por las sustancias contenidas en la muestra puede ser
reconocidas usando un estandar interno como control.

Posibles pérdidas durante la determinacidn pueden ser reconocidas realizando
pruebas de recuperacion: la muestra se debe preparar y analizar con y sin material
estandar agregado. El afiadido debe ser recuperado cuantitativamente dentro del
rango de error del método.

Seguridad

Los reactivos usados en la determinacion del acido de D-3-hidroxibutirico no son materiales

peligrosos de acuerdo a la EC Regulation 67/548/EEC.
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4. TINCIONES Y BANOS

4.1. Tincién de PHA con Negro Sudan B

Cubrir el frotis con gotas de solucidon Negro Sudan B (300 mg de Negro Sudan B en 100 mL de
Etanol 70%) y dejar durante 15 minutos.

Se escurre el exceso de colorante se decolora con agua, secar al aire

Contrastar con Safranina (Solucién acuosa al 0,5 %) durante 10 seg. Lavar con agua y secar al
aire.

Observar al microscopio con objetivo de inmersién.
Los granulos de PHA se tifien de azul oscuro y el resto de la célula de color rosado.
4.2. Tincion con violeta cristal

e Preparar un frotis del cultivo.

e  Cubrir el frotis con violeta cristal. Dejar actuar durante 1 min.

e Lavar con aguay secar al aire.

e Observar al microscopio con objetivo de inmersidn. La célula se tifie de violeta
mientras que los granulos de PHB no se tifien.

4.3, Baiio azul nilo

Las colonias de cultivos en placas, son bafiadas con una solucién al 0.1 % de azul nilo en
acetona. La presencia de PHAs se revela (coloracién naranja) a una longitud de onda de 300
nm en transiluminador.
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1. ANALISIS ESTADISTICOS PARA R. eutropha

1.1. Evaluacion del rendimiento de producto en funcion de biomasa

Capitulo 5

A continuacion se presenta el ANOVA para los modelos presentados, validando los

coeficientes analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo no es

significativo estadisticamente.

Tabla 1. ANOVA YP/X R. eutropha
Regr. Coefficients; Var.:Y P/X; R-sqr=,99106; Adj:,95532 (PHB fraccionario ralstonia) 2**(4-1)

design; MS Pure Error=,0006333 DV: Y P/X

Regressn | Std.Err. t(2)

Mean/Interc. 0,273750 |0,008898 |30,7668
Curvatr. -0,057083 |0,017038 |-3,3504
(1)Gly/Meth -0,016250 |0,008898 |-1,8263

(2)(NH,4),S0, -0,103750 |0,008898 |-11,6605
(3)KH,PO, -0,051250 |0,008898 |-5,7600
(4)Na,HPO,4,12H,0 |-0,038750 |0,008898 |-4,3551
1by2 0,016250 |0,008898 |1,8263
1by3 0,023750 |0,008898 |2,6693
lby4 0,026250 |0,008898 |2,9502

p
0,001055

0,078709
0,209333
0,007275
0,028843
0,051000
0,209333
0,116359
0,098250

-95,%
0,235467
-0,130390
-0,054533
-0,142033
-0,089533
-0,077033
-0,022033
-0,014533
-0,012033

+95,%
0,312033
0,016223
0,022033
-0,065467
-0,012967
-0,000467
0,054533
0,062033
0,064533

Se observa linealidad entre los datos observados y los predichos por el modelo del disefio.

0,6

Observed vs. Predicted Values

2**(4-1) design; MS Pure Error=,0006333

DV:Y P/X

05F

04t

03¢

Predicted Values

0,2

01rf

0,0

0,0

0,1

0,2 0,3
Observed Values

0,4

0,5

Figura 1. Valores observados vs predichos por modelo YP/X R. eutropha
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Para culminar con la validacién se presenta el histograma de los residuos con distribucion

de tipo normal.

Histogram of Raw Residuals

2**(4-1) design; MS Pure Error=,0006333
DV:Y P/X

Frequency
N

-0,05 -0,04 -0,03

-0,02 -0,01
X <= Category Boundary

0,00

0,01

Figura 2. Grafico de Residuos Y P/X R. eutropha

0,02

0,03

1.2. Andlisis del rendimiento de producto basado en sustrato consumido

Tabla 2. ANOVAY P/S R. eutropha

Regr. Coefficients; Var.:YP/S; R-sqr=,99833; Adj:,99166 (PHB fraccionario ralstonia) 2**(4-1)
design; MS Pure Error=,0001 DV: YP/S

Regressn

Mean/Interc. 0,168750
Curvatr. -0,018750
(1)Gly/Meth -0,098750

(2)(NH4) S04 0,053750
(3)KH,PO4, -0,023750
(49)Na,HPO4,12H,0 |-0,021250
lby?2 -0,013750
lby3 -0,021250
lby4 -0,023750

Std.Err.
0,003536
0,006770
0,003536
0,003536
0,003536
0,003536
0,003536
0,003536
0,003536

t(2)
47,7297
-2,7696
-27,9307
15,2028
-6,7175
-6,0104
-3,8891
-6,0104
-6,7175

p
0,000439

0,109391
0,001279
0,004299
0,021450
0,026583
0,060207
0,026583
0,021450

-95,%
0,153538
-0,047879
-0,113962
0,038538
-0,038962
-0,036462
-0,028962
-0,036462
-0,038962

+95,%
0,183962
0,010379
-0,083538
0,068962
-0,008538
-0,006038
0,001462
-0,006038
-0,008538

Se validan todos los coeficientes de los efectos encontrados en el analisis anterior

(p<0.05). El efecto de curvatura no es significativo estadisticamente (p>0.05).

En el siguiente grafico se observa la linealidad entre los datos experimentales y los

predichos por el modelo.
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Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0001
DV: YP/S
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Figura 3. Valores observados vs predichos por modelo YP/S R. eutropha

El histograma de los residuos, presenta una distribucién normal, validando el modelo.

Frequency

10

Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0001
DV: YP/S

0
-0,020

-0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015

X <= Category Boundary

Figura 4. Histograma de distribucién de residuos Y P/S R. eutropha
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1.3. Andlisis de la productividad especifica de producto

En la Tabla 3 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
(efectos C) analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo no es
significativo estadisticamente.

Tabla 3. ANOVA qP R.eutropha

Regr. Coefficients; Var.:qP; R-sqr=,98865; Adj:,94324 (PHB fracccionario ralstonia) 2**(4-1)
design; MS Pure Error=,0000003 DV: qP

Regressn | Std.Err. t(2) p -95,% +95,%

Mean/Interc. 0,005750 0,000204 (28,1691 |0,001258 |0,004872 |0,006628
Curvatr. -0,001083 |0,000391 |[-2,7716 |0,109255 |-0,002765 |0,000598
(1)Gly/Meth -0,000250 |0,000204 |-1,2247 |0,345346 |-0,001128 |0,000628
(2)(NH,4)2S0O,4 -0,002250 |0,000204 |[-11,0227 |0,008130 |-0,003128 |-0,001372
(3)KH,PO, -0,001000 |0,000204 |-4,8990 0,039231 |-0,001878 |-0,000122
(4)Na,HPO4,12H,0 |-0,000500 |0,000204 |-2,4495 |0,133975 |-0,001378 |0,000378
lby2 0,000250 0,000204 (1,2247 0,345346 |-0,000628 |0,001128
1by3 0,000500 0,000204 |(2,4495 0,133975 |-0,000378 |0,001378

lby4 0,000500 0,000204 |(2,4495 0,133975 |-0,000378 |0,001378

Se verifica la linealidad entre los valores observados y los predichos por el modelo, en el
siguiente grafico.

Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000003
DV: gP
0,012 T T

0,011 ¢
0,010
0,009 t
0,008 |
0,007 t

0,006

Predicted Values

0,005 ¢
0,004 ¢

0,003

0,002 s s s s s s s s s
0,002 0,003 0,004 0,005 0,006 0,007 0,008 0,009 0,010 0,011 0,012

Observed Values

Figura 5. Valores observados vs predichos qP R.eutropha

El histograma de residuos verifica una distribucion de tipo normal en los mismos.
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Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000003
DV: gP

Frequency

0 - :
-0,0010 -0,0008 -0,0006 -0,0004 -0,0002 0,0000 0,0002 0,0004 0,0006

X <= Category Boundary
Figura 6. Histograma de residuos qP R.eutropha
1.4. Andlisis de la productividad volumétrica de producto

En la Tabla 4 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo no es significativo
estadisticamente.
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0,0102
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0,000
108

0,000
108

Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias
ANEXO

Tabla 4. ANOVA QP R.eutropha
Effect Estimates; Var.:QP; R-sqr=,99939; Adj:,99696 (PHB fracccionario ralstonia) 2**(4-1)

t)
189,0
988

40,17
03

18,28
49

6,249
3

20,59
95

14,58
17

14,11
88

19,21
08

9,952
6

p
0,000
028
0,000
619

0,002
978

0,024
663

0,002
348

0,004
670

0,004
979

0,002
699

0,009
945

-95,%
0,0099
80

0,0074
18

0,0024
40

0,0011
40

0,0026
90

0,0011
10

0,0010
60

0,0016
10

0,0006
10

+95,%
0,0104
45

0,0091
98

0,0015
10

0,0002
10

0,0017
60

0,0020
40

0,0019
90

0,0025
40

0,0015
40

design; MS Pure Error=0 DV: QP

Coeff.
0,0102
13

0,0041
54

0,0009
87

0,0003
38

0,0011
13

0,0007
87

0,0007
62

0,0010
37

0,0005
37

Std.Er
r.

0,000
054

0,000
103

0,000
054

0,000
054

0,000
054

0,000
054

0,000
054

0,000
054

0,000
054
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-95,%
0,0099
80

0,0037
09

0,0012
20

0,0005
70

0,0013
45

0,0005
55

0,0005
30

0,0008
05

0,0003
05

+95,%
0,0104
45

0,0045
99

0,0007
55

0,0001
05

0,0008
80

0,0010
20

0,0009
95

0,0012
70

0,0007
70

A continuacion se presenta el grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra

los valores experimentales.
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Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=0
DV: QP
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Figura 7.Grafico de valores predichos y observados QP
Haciendo un andlisis del histograma de residuos, presentan una distribucién normal.

Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=0
DV: QP

w

Frequency

-0,00025 -0,00015 -0,00005 0,00005 0,00015
-0,00020 -0,00010 0,00000 0,00010 0,00020
X <= Category Boundary

Figura 8. Histograma QP R. eutropha
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1.5. Andlisis de la produccion de biomasa

Tabla 5. Andlisis estadistico de la produccion de biomasa en R. eutropha

Ensayos X; X, X3 Xa X(g/L) Efectos Error t(2) P Confundidos
1 101 1 -1 1,24 SG Media 2,443 + 0,13 19,527 0,003 1 234
2 1 -1 -1 1 1,35 C1 -0,061 + 0,29 0,2074 0,855 2 134
3 1001 11 3,27 SG c2 1,529 + 0,29 5,2124 0,035 3 124
4 1 1 -1 -1 1,95 c3 0389 + 0,29 1,3265 0,316 4 123
5 101001 1 1,85 c4 0979 + 0,29 3,3376 0,079 12 34
6 1 -1 1 -1 1,09 c12 0,261 + 0,29 0,8391 0,468 13 24
7 101 1 - 2,35 C13 0541 + 0,29 1,8435 0,207 14 23
8 1 1 1 1 4,07 C14 0,211 + 0,29 0,7187 0,547

pcl 0 0 0 0 2,85 Nivel de significancia a: 0,050
pc2 0 0 o0 oO 3,15
pc3 0 0 o0 o0 3,67
Media - pc 3,227
Varianza - pc 0,172
Desv. Std - pc 0,415 50 2

Tabla 6. ANOVA para la produccion de biomasa en R. eutropha

ANOVA; Var.:Biomasa; R-sqr=,9675; Adj:,83752 (biomasa ralstonia) 2**(4-1) design; MS Pure
Error=,1721333 DV: Biomasa

SS df MS F p
Curvatr. 2,53506 1 |2,535064 14,72733 0,061685
(1)Glicerol/Metanol 0,00740 1 ]0,007401 0,04300 0,854926
(2)(NH,4)2,S0O4, 4,67670 1 |4,676701 27,16906 0,034892
(3)Na,HPO4,12 H,0 0,30290 1 0,302901 1,75969 0,315865
(4)KH,PO4 KH,PO, 1,91753 1 ]1,917535 11,13982 0,079244
lby?2 0,13607 1 0,136068 0,79048 0,467762
lby3 0,58500 1 0,585001 3,39854 0,206571
lby4 0,08890 1 0,088901 0,51647 0,546971

Pure Error 0,34427 2 0,172133

=
o

Total SS 10,59384
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Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,1721333

DV: Biomasa
4,5 . . . . . . .

Predicted Values

0,5 : - : - : - :
0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 4,5
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Figura 9. Grafico de valores predichos y observados produccion de biomasa
Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,1721333
DV: Biomasa
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Figura 10. Histograma de residuos para produccion de biomasa en R.eutropha

Se determinan los niveles de los factores que maximizan la produccion de biomasa (nivel +1,

en todos los factores) ( Figura 11).
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Figura 11. Perfiles de prediccion para la formacion de biomasa en R. extorquens

2. ANALISIS ESTADISTICOS PARA M. extorquens.

2.1. Evaluacion del rendimiento de producto en funcion del sustrato consumido

Biomasa

188

En laTabla 7 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo no es significativo
estadisticamente.

ANOVA; Var.:YP/S; R-sqr=,99833; Adj:,99166 (PHB fracccionario metilo) 2**(4-1) design; MS
Pure Error=,0001 DV: YP/S

Tabla 7. ANOVA YP/S en M. extorquens

SS
Curvatr. 0,000767
(1)Gly/Meth 0,078013
(2)(NH4)2S04 0,023113
(3)KH2PO4 0,004513
(4)Na2HPO4,12H20 0,003612
lby2 0,001513
lby3 0,003612
lby4 0,004513
Pure Error 0,000200
Total SS 0,119855

df MS
0,000767
0,078013
0,023113
0,004513
0,003612
0,001513
0,003612
0,004513

0,000100

O =Y = = ey iy ey

[y
o

F
7,6705
780,1250
231,1250
45,1250
36,1250
15,1250
36,1250
45,1250

p
0,109391

0,001279
0,004299
0,021450
0,026583
0,060207
0,026583
0,021450
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A continuacidn se presenta el grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales.

Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0001
DV: YP/S

0,40

0,35

0,30 |

0,25

0,20 |

0,15 00

Predicted Values

0,10 |

0,05 |

0,00 |

-0,05 : : ' ' : : : :
005 000 005 010 015 02 025 030 035 040

Observed Values
Figura 12. Valeres predichos vs valores observados en M. extorquens

Para culminar la validacion del modelo se presenta el histograma de los residuos, en que se
observa una distribuciéon normal.

Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0001
10 T T T T T T

Frequency
(6]

-0,020 -0,015 -0,010 -0,005 0,000 0,005 0,010 0,015
X <= Category Boundary

Figura 13. Histograma YP/S M. extorquens
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2.2. Evaluacion del rendimiento de biomasa en funcién del sustrato consumido.

En la Tabla 8 se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo es significativo
estadisticamente.

Tabla 8. ANOVA YX/S en M. extorquens

Regr. Coefficients; Var.:YX/S; R-sqr=,99797; Adj:,98986 (PHB fracccionario metilo) 2**(4-1)
design; MS Pure Error=,0004 DV: YX/S

Regressn | Std.Err. t(2) p -95,% +95,%

Mean/Interc. 0,352500 |0,007071 |49,8510 |0,000402 0,322076 |0,382924
Curvatr. -0,062500 |0,013540 |-4,6159 |0,043868 |-0,120758 |-0,004242
(1)Gly/Meth -0,177500 |0,007071 |-25,1023 |0,001583 |-0,207924 |-0,147076
(2)(NH4)2S04 0,092500 |0,007071 |13,0815 |0,005793 |0,062076 |0,122924
(3)KH2PO4 -0,017500 |0,007071 |-2,4749 |0,131757 |-0,047924 |0,012924
(4)Na2HPO4,12H20 |-0,012500 |0,007071 |-1,7678 |0,219131 |-0,042924 |0,017924
lby2 -0,017500 |0,007071 |-2,4749 |0,131757 |-0,047924 |0,012924
1by3 -0,067500 |0,007071 |-9,5459 0,010797 |-0,097924 |-0,037076
lby4 -0,052500 |0,007071 |-7,4246 0,017661 |-0,082924 |-0,022076

A continuacion se presenta el grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales.
Observed vs. Predicted Values

2**(4-1) design; MS Pure Error=,0004
DV: YX/S
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01r

0,0 k k k k k i i
0,0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6 0,7 0,8
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Figura 14. Grafico de valores predichos vs observados Y X/S en M. extorquens

En el siguiente gréfico se presenta la distribucidn de los residuos.
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Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0004
DV: YX/S

Frequency

-0,04 -0,03 -0,02 -0,01 0,00 0,01 0,02 0,03
X <= Category Boundary

Figura 15. Histograma YX/S M. extorquens

2.3. Evaluacion del rendimiento de producto en funcion de la biomasa generada.

A continuacidén se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
(efectos C) analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo es
significativo estadisticamente.

Tabla 9. ANOVA YP/X en M. extorquens

Regr. Coefficients; Var.:Y P/X; R-sqr=,99954; Adj:,99772 (PHB fracccionario metilo) 2**(4-1)
design; MS Pure Error=,0000333 DV: Y P/X

Regressn | Std.Err. t(2) p -95,% +95,%

Mean/Interc. 0,432500 |0,002041 |211,8809 |0,000022 |0,423717 |0,441283
Curvatr. 0,084167 |0,003909 |21,5333 |0,002150 |0,067349 |0,100984
(1)Gly/Meth -0,085000 |0,002041 |-41,6413 |0,000576 |-0,093783 |-0,076217
(2)(NH,),S0O, 0,017500 |0,002041 |8,5732 0,013334 |0,008717 |0,026283
(3)KH,PO, -0,077500 |0,002041 |-37,9671 |0,000693 |-0,086283 |-0,068717
(4)Na,HPO,4,12H,0 |-0,040000 |0,002041 |-19,5959 |0,002594 |-0,048783 -0,031217
lby2 0,005000 |0,002041 |2,4495 0,133975 |-0,003783 |0,013783
1lby3 -0,030000 |0,002041 |-14,6969 |0,004598 |-0,038783 |-0,021217
lby4 0,017500 |0,002041 [8,5732 0,013334 |0,008717 |0,026283

A continuacion se presenta el grafico del ajuste de los valores predichos por el modelo contra
los valores experimentales.
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Observed vs. Predicted Values
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000333

DV: Y P/X
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Figura 16. Grafico valores predichos vs valores observados Y P/X en M. extorquens

En el siguiente grafico se presenta la distribucion de los residuos.

Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=,0000333
DV:Y P/X

Frequency

0
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Figura 17. Histograma Y P/X en M. extorquens
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2.4. Evaluacion de la productividad especifica de producto

A continuacién se presenta el ANOVA para el modelo presentado, validando los coeficientes
(efectos C) analizados, mediante test de Fisher. El efecto de curvatura en el modelo es

significativo estadisticamente.

Tabla 10. ANOVA gP M. extorquens.
Effect Estimates; Var.:qP; R-sqr=,99959; Adj:,99794 (PHB fracccionario metilo) 2**(4-1) design; MS Pure

Effect St?'Er t(2)

Mean/Interc. 0,0045 |0,0000 221,06

13 20 64
0,0017 |0,0000 (21,853
Curvatr. 08 78 1
()GlyMeth 10,0017 (5:00% 43,478
75 4
0,0003 |0,0000
(D(NH2)2S0s - Al 9,1856
(3)KH2PO4  0,0008 2'10000 21,433
75 0
(4)Na|2_|HgO4,12 0,0016 2,10000 30,804
2 25 2
0,0000 |0,0000
lby?2 75 a1 1,8371
0,0004 |0,0000 (10,410
1by 3 25 41 3
1by4 0,0006 2'10000 15,309
25 3

Se presenta en el siguiente grafico
predichos por el modelo.

Error=0 DV: gP

p | -95% |+95% | Coeff. St?'Er -05,% | +95.%
0,0000 |0,0044 [0,0046 [0,0045 |0,0000 [0,0044 |0,0046

20 25 00 13 20 25 00
0,0020 |0,0013 |0,0020 |0,0008 |0,0000 |0,0006 |0,0010
87 72 45 54 39 86 22

0,0005
29

0,0019 (0,0015 10,0008 gboooo 0,0009 |0,0008

51 99 88 75 00
0,0116 |0,0001 |0,0005 |0,0001 |0,0000 |0,0001 0,0002
45 99 51 87 20 00 75

0,0021
70

0,0010 |0,0006 |0,0004 260000 0,0005 |0,0003

51 99 38 25 50

0,0006
31

0,0018 |0,0014 |0,0008 260000 0,0009 |0,0007

01 49 13 00 25

0,2075
94

) 0,0002 10,0000 |0,0000 |
0,0001 |} 38 20 0,0000

01 50

0,0091 |0,0002 |0,0006 |0,0002 |0,0000 0,0001 |0,0003
01 49 01 13 20 25 00

0,0001
25

0,0042
40

0,0008 |0,0004 |0,0003 260000 0,0004 |0,0002

01 49 12 00 25

la relacidn lineal entre los valores observados y los
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Figura 18. Grafico de valores predichos vs valores observados qP M. extorquens
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A continuacidn se presenta la distribucién de los residuos

Frequency

Histogram of Raw Residuals
2**(4-1) design; MS Pure Error=0
DV: gP
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Figura 19. Histograma de residuos estandarizados qP M. extorquens
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1. PROGRAMACION EN MATLAB PARA DETERMINACION DE PARAMETROS

function sum=SumSqr(Beta,data)

global Feval SumSave

Feval=Feval+1;

time=data(:,1);

ym=data(:,2:end);

yc(l,:)=ym(1,:);

[nr,nc]=size(ym); % nr — numero de puntos;

% nc — numero de variables dependientes
tspan = [time(l) time(2)]; % Rango de variables independientes
yO = ym(1,:); % Valor inicial para variables dependientes
for i=2:nr

[t.,y]=0de45(@ODEfun(nombre de la funcidn segun
cinética),tspan,y0,[],Beta);
yc(i,)=y(end,:);
if i<nr
tspan = [time(i) time(i+l)];
y0 = yc(i,:);
end
end
sum=0;
for ic=1l:nc
sum=sum+(ym(:,ic)-yc(:,ic))"*(ym(:,ic)-yc(:,ic));
end
if sum< SumSave*0.9
disp([© No. ° num2str(Feval) * SumSgr ° num2str(sum)]);
SumSave=sum;
end

Cinética de Khanna con Inhibicion

function dYfuncvecdt = ODEfung(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l); %R

Yfuncvec(2); %PHA
Yfuncvec(3);%Glicerol

y4 = Yfuncvec(4);%Sulfato de Amonio
bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b);

b7=Beta(7);

b8=Beta(8);

b9=Beta(9);

b10=Beta(10);

bll=Beta(ll);

bl2=Beta(12);

b13=Beta(13);

u=b1*(y37b2/ (y3"b2+b37b2))*(y4"b4/ (y4"b4+b5~b4))*(1- (y3/b7)"b6)*(1-
(y4/b9)"b8) ;

dyldt=u*yl;

dy2dt=b10*y1;

dy3dt=-bll*u*yl-bl12*b10*y1l;
dyddt=-(u*b1l3)*y1;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I
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Monod

function dYfuncvecdt = ODEfunmon(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);

Yfuncvec(2);

Yfuncvec(3d);

= Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b6);

u=b1*(y4/(y4+b2));

dyldt=u*yl;

dy2dt=b3*y1;

dy3dt=-b4*u*y1-b5*b3*y1l;

dy4dt=-u*y1*b6;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I

N
|

Moser

function dYfuncvecdt = ODEfunmos(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);

Yfuncvec(2);

Yfuncvec(3);

= Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b);

b7=Beta(7);

u=b1*(y4"b2/(y4"b2+b3));

dyldt=u*yl;

dy2dt=b4*y1;

dy3dt=-b5*u*yl-b6*b4*yl;

dyddt=-u*yl1*b7;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I

<
N
|

Tessier

function dYfuncvecdt = ODEfuntes(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);
Yfuncvec(2);
Yfuncvec(3);

= Yfuncvec(4);
bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b6);
u=b1*(1-y4*exp(-y4/b2));

<
N
I

<
N
|
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dyldt=u*yl;

dy2dt=b3*y1;

dy3dt=-b4*u*yl-b5*b3*yl;

dy4dt=-u*y1*b6;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

Aiba

function dYfuncvecdt = ODEfunaiba(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);

Yfuncvec(2);

Yfuncvec(3);

= Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b6);

b7=Beta(7);

u=b1*(y4/(y4+b2))*exp(-y4/b3);

dyldt=u*yl;

dy2dt=b4*y1;

dy3dt=-b5*u*y1-b6*b4*y1;

dyddt=-u*yl1*b7;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I

<
N
|

Andrews

function dYfuncvecdt = ODEfunand(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);

Yfuncvec(2);

Yfuncvec(3d);

= Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(b5);

b6=Beta(b6);

b7=Beta(7);

u=bl/((1+b2/y4)*(1+y4/b3));

dyldt=u*yl;

dy2dt=b4*y1;

dy3dt=-b5*u*yl-b6*b4*yl;

dyddt=-u*y1*b7;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I

<
N
|

Mulchandani

function dYfuncvecdt = ODEfunmul (t,Yfuncvec,Beta)

y1l = YFfuncvec(l);
y2 = YFfuncvec(2);
y3 = Yfuncvec(3);
y4 = Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

Capitulo 7
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b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(5);

b6=Beta(b6);

b7=Beta(7);

b8=Beta(8);
u=b1*((y3/y4)/(y3/y4+b3))*(1-((y3/y4)/b3)"b4d);
dyldt=u*yl;

dy2dt=b5*y1;

dy3dt=-b6*u*yl-b7*b5*y1l;

dyddt=-u*y1*b8;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

Khanna sin inhibicion

function dYfuncvecdt = ODEfundobe(t,Yfuncvec,Beta)
Yfuncvec(l);

Yfuncvec(2);

Yfuncvec(3d);

= Yfuncvec(4);

bl=Beta(l);

b2=Beta(2);

b3=Beta(3);

b4=Beta(4);

b5=Beta(b5);

b6=Beta(b6);

b7=Beta(7);

b8=Beta(8);

b9=Beta(9);

u=b1*(y3™b2/(y3"b2+b37b2))*(y4"ba/ (y4"b4+b5"b4));
dyldt=u*yl;

dy2dt=b6*y1;

dy3dt=-b7*u*y1-b8*b6*y1;

dyddt=-(u*b9)*y1;

dYfuncvecdt = [dyldt; dy2dt; dy3dt; dy4dt];

<
N
I

<
N
|
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GRAFICOS DE NORMALIDAD DE RESIDUOS
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Histograma cinética de Khanna con inhibicién

Normal
0,35+ Media -0,6602
Desv .Est. 1,181
0,30- N 11
0,254
3
3 0,20
(2]
c
8 0,151
0,104
0,05
0,00 T T T T T T
-3 -2 -1 0 1 2
Residuos
Histograma cinética de Monod
Normal
0,20 Media 0,04963
Desv .Est. 2,287
N 11
0,154
©
5}
S
Z 0,104
)
@)
0,054
0,00 T T T T T
-4 -2 0 2 4

Residuos




Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias | 202

ANEXO Capitulo 7
Histograma cinética de Moser
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Histograma de cinética de Khanna sin inhibicion
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3. DETERMINACION DEL COEFICIENTE DE CORRELACION

function R2 = rsquare(y,yhat)

if nargin ~= 2

error("2 argumentos de entradal!");

end

yhat=reshape(yhat,1,size(yhat,1l)*size(yhat,2));

y=reshape(y,1,size(y,1)*size(y,2));

while sum(isnan(y))~=0 || sum(isnan(yhat))~=0
if sum(isnan(y)) >= sum(isnan(yhat))

vhat(isnan(y))=[1:
y(isnan(y))=L1;
else
y(isnan(yhat))=[];
vhat(isnan(yhat))=[];
end
end

R2 =1 - ( sum( (y-yhat).”2 ) / sum( (y-mean(y))-"2 ) );

if R2<0 || R2>1

error(["R"2 of *,num2str(R2),"

: yhat error!*])

function dYfuncvecdt = ODEfunProcfed(t,Yfuncvec);

end

4. FEDBATCH

Nr = Yfuncvec(l);
Ng = Yfuncvec(2);
Nn = Yfuncvec(3);
Nm = Yfuncvec(4);
Np = Yfuncvec(5);

V = Yfuncvec(6);
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%Alimentaciéon de glicerol en fase inicial (g/L)
GP = De acuerdo al disefo;

%Alimentacién de biomasa residual en fase inicial (g/L)
RP=0;

%Alimentaciéon de sulfato de amonio en fase inicial (g/L)
NP= De acuerdo al disefio;

%Alimentacién de metanol en fase inicial (g/L)
MP= De acuerdo al disefio;

%Caudal en fase inicial (L/h)

FP = De acuerdo al disefio;

%Concentracion de glicerol (g/L)

G =Ng 7 V;

%Concentracion de biomasa residual (g/L)

R =Nr /7 V;

%Concentracion de sulfato de amonio (g/L)

N =Nn/V;

%Concentracion de metanol (g/L)

M =Nm/ V;

%Concentracion de PHA (g/L)

P =Np 7/ V;

%cinética
u=0.85*(1-0.024*M)*(G"1.39/(G"1.39+61"1 .39
))*(N0.56/(N"0.56+0.0063°0.56 ));

%Balance de biomasa residual (g)

dNrdt = FP * RP + u* V * R;

%Balance de glicerol (Q)

dNgdt = FP * GP - 1.2 * u * V * R-0.000448*R*V;
%Ballance de sulfato de amonio (Qg)

dNndt = FP * NP - 0.07*u * V * R;

%Balance de metanol (Qg)

dNmdt = FP * MP ;

%Balance de PHA (Q)

dNpdt = 0.0056*R*V;

%Culture volume (L)

dvdt = FP;

dYfuncvecdt = [dNrdt; dNgdt; dNndt; dNmdt; dNpdt; dvdt];
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Conc.
exp.
MCL
Ne

P
P(3HB)
P(3HV)
PA

PCL
PET
PHA
PHB
PHB
PHBcoPHV
PHV
PLA

PP

PTT
PVC
gP

Qp

Qs

qgs

S1

S2

Produccion de pldsticos biodegradables en bacterias

Abreviaturas y Nomenclatura

Concentracién

Experiencia

medium-chain length

Numero

PHAs

Polihidroxibutirato

Polihidroxivalerato

Poliamida

Policaprolactona

Polietilentereftalato

Polihidroxialcanoato

Polihidroxibutirato

Polihidroxibutirato

Copolimero PHB y PHV

Polihidroxivalerato

Acido polilactico

Polipropileno

Plitrimetilentereftalato

Policloruro de vinilo

Productividad volumétrica de produccion de PHAs
Productividad volumétrica de producto
Productividad volumétrica de consumo de sustrato
Productividad especifica de consumo de sustrato
Biomasa residual

Glicerol

Sulfato de Amonio
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SCL
TLCAN
UE

WVO

Y P/S
Y P/X

Y X/S
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short-chain length

Tratado de Libre Comercio de América del Norte

Unién Europea

Waste vegetable oil

Biomasa

Rendimiento de producto basado en consumo de sustratos
Rendimiento de producto basado en biomasa generada
Rendimiento de biomasa basado en consumo de sustratos

Velocidad especifica de crecimiento
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Produccion de polihidroxialcanoatos a partir de glicerol crudo:
seleccion de microorganismos y optimizacion del medio de
cultivo.

Guadalupe Martinez y Lyliam Loperena
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El futuro agotamiento de los recursos fésiles y los problemas de disposicién final de los
plasticos petroquimicos, estan incrementando el interés en el mercado por los plasticos
biodegradables. EI mayor inconveniente en la penetracién en el mercado de estos productos
es su alto costo respecto a los derivados petroquimicos. Entre los plasticos biodegradables, los
polihidroxialcanoatos (PHA) son una familia diversa de poliésteres sintetizados por una amplia
gama de microorganismos. Los PHAs son acumulados intracelularmente como respuesta a un
desbalance de nutrientes en su ambiente, constituyendo una reserva de fuente de carbono y
energia dentro de microorganismos para su sobrevivencia durante periodos de escasez. El
crecimiento de la industria del biodiesel a nivel mundial ha generado una sobreproduccion de
glicerina, con la consiguiente baja de su precio debido a las impurezas presentes. Dado que el
precio actual del glicerol se ha vuelto muy competitivo con los azlcares usados para la
produccién de quimicos y combustibles, la via de fermentacién microbiana es una opcién para
su aprovechamiento que estd siendo re-evaluada. EL objetivo del presente trabajo es la
seleccion de microorganismos productores de PHAs. Se optimizara un medio de cultivo, que
sea de bajo costo y de alto rendimiento, utilizando como fuente de carbono glicerol y metanol
(modelado como subproducto del biodiesel). La optimizacién serd realizada utilizando un
disefio experimental, a distintas escalas comenzando con matraces y verificando los resultados
en escala de fermentadores.

Para la seleccion de microorganismos productores se utilizaron cepas pertenecientes al Dpto.
de Bioingenieria y cepas adquiridas en ceparios. Ademds se planteo una estrategia de
aislamiento de cepas de un efluente de biodiesel proporcionado por un productor local.

Todas las cepas fueron cultivadas en medio liquido (tubos) y en medio sdlido (placas). La
presencia de acumulaciones de PHA se determind mediante tincion violeta cristal en medio
liquido y fluorescencia en presencia de baifo Azul Nilo y tincidn violeta cristal en las placas..
Para cada cepa se realizd un seguimiento cualitativo(a diferentes tiempos) para evaluar
crecimiento y produccién de PHA mediante tincidn de frotis con Violeta Cristal. Para las cepas
positivas en esta tincidn se realiza una confirmacion por fluorescencia en UV en bafio Azul Nilo
en los cultivos sdlidos.



Luego de realizados los ensayos, Unicamente dos cepas fueron capaces de acumular PHA
utilizando como fuente de carbono en efluente modelo: Ralstonia eutropha DSM 545,

Metilobacterium extorquens DSM 1340.

Para M. extorquens se obtuvo un maximo 0.49 g/L de PHAs en 92 horas mientras que para
R.eutropha se obtuvo un maximo de 0.69 g/L de PHAs en 48 hrs.
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RESUMEN

El PHB (polihidroxibutirato) es un bioplastico que se acumula intracelularmente en
diversos microorganismos frente a un déficit nutricional y exceso de fuente de
carbono. Se presenta un modelo cinético dado por una descripcion matematica de
un cultivo batch de Ralstonia eutropha DSM 545, utilizando un medio modelado de
glicerol crudo como fuente de carbono para producir PHB. El crecimiento del
microorganismo es descrito por la cinética de Khanna con doble limitacion de fuente
de carbono y fuente de nitrégeno.

INTRODUCCION

Los materiales plasticos, son parte integral de la vida contemporanea, lo que ha
llevado a la acumulacion de grandes cantidades de deshechos plasticos no
degradables. El caracter no biodegradable de los polimeros de origen petroquimico,
necesariamente llevara a significativas restricciones en su uso futuro y por lo tanto a
la utilizacion de productos con un impacto menor o nulo sobre el medio ambiente.
Los plasticos biodegradables proporcionan una posible solucion a los problemas
ambientales anteriormente descritos ya que por un lado se desviaria parte del
volumen de plasticos de los vertederos a otros medios de gestion de residuos como
por ejemplo el compostaje, y por el otro, contribuirian a la preservacién de los
recursos no renovables. Entre los plasticos biodegradables, los polihidroxialcanoatos
(PHA) son una familia diversa de poliésteres sintetizados por una amplia gama de
microorganismos. Los PHAs son acumulados intracelularmente como respuesta a un
desbalance de nutrientes en su ambiente, constituyendo una reserva de fuente de
carbono y energia dentro del microorganismo para su sobrevivencia durante
periodos de escasez. La fuente de carbono es asimilada y convertida en un
hidroxialcanoato, que finalmente es polimerizado en PHAs de alto peso molecular,
siendo almacenado como granulos insolubles en el citoplasma (Ching-Yee Loo et al.,
2007). Las propiedades fisicas, quimicas y mecanicas de los PHA’s son similares a
las que presentan los polimeros sintéticos comerciales, por lo que son aptos para
numerosas aplicaciones industriales como ser agricultura, productos higiénicos
descartables, envases de cosméticos. Como son resistentes al agua, y a la radiacion
ultravioleta, presentan baja permeabilidad al oxigeno y humedad, son especialmente
apropiados para envases de alimentos. Por ser biodegradables son ademas de
sumo interés en el campo de los sistemas de liberacion controlada, por lo que han
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sido investigados como transportadores para la dosificacion a largo plazo de
insecticidas y herbicidas, e incluso al ser biocompatibles como sistema de liberacion
de drogas, medicinas, suturas y soportes tisulares (Kim et al., 2000) (Chen et al.,
2005). El PHB (polihidroxibutirato) es el miembro de los PHAs mejor caracterizado y
difundido, por lo que se han desarrollado diversas estrategias de fermentacion y
recuperacion para su produccion como polimero modelo. La produccion de PHAs
aun tiene desafios tecnolégicos que la hagan econdmicamente rentable. Para ello se
desarrollan estrategias de produccién que involucran el uso de cepas microbianas y
meétodos de fermentacion eficientes, que utilicen fuentes de carbono de bajo costo.
Los estudios realizados sobre la produccién de PHA’s utilizando sustratos de bajo
costo sugieren que la alternativa es econdmicamente viable (Du et.al.; 2012)
(Gomez et al., 2012) (Khardenavis et al., 2007). El crecimiento de la industria del
biodiesel a nivel mundial ha generado una sobreproduccion de glicerina, derivando
en la baja de su precio, lo que ha llevado a que este producto sea considerado como
un desperdicio, con la consiguiente urgente necesidad de reutilizacion, para
contribuir a la rentabilidad del proceso de produccion de biodiesel, ademéas de
contribuir al cumplimiento de las normas medioambientales cada vez mas exigentes.
El bajo precio de la glicerina, no solo se debe al mayor volumen de produccion, sino
a su alto nivel de impurezas. Dado que el precio actual del glicerol se ha vuelto muy
competitivo con los azlcares usados para la produccion de quimicos y combustibles,
la via de fermentacién microbiana es una opcion para su aprovechamiento que esta
siendo re-evaluada. Este es el caso de la produccion de polimeros biodegradables,
en el cual el medio de fermentacion se estima representa un 40% de los costos
globales, por lo que el uso de un subproducto como la glicerina beneficiaria el
balance econémico del mismo (Ashby et al., 2004). (Cavalheiro et al., 2009). Como
ya ha sido reportado es posible utilizar el proceso de producciéon de PHB, como
alternativa para la valorizacion de la glicerina (Biodiesel technotes, 2006),
obteniendo mas de 80% de peso seco de la célula como plastico biodegradable en
diversas cepas (Cavalheiro et al., 2009). Mediante este proceso es posible integrar
la generacion de energia con la produccion de bioplasticos de alto valor agregado a
partir de un subproducto de dificil disposicion. Se han planteado varios modelos
cinéticos para el crecimiento y produccion de PHB en diversas cepas (Annuar et al.,
2008) (Shahhosseini, 2004) (Patwardhan et al.,2008) (Khanna et al.,2006), sin
embargo ninguno de estos modelos involucraron glicerol como fuente de carbono.
En el presente trabajo se presenta un estudio de la cinética de crecimiento y
produccion de PHB en Ralstonia eutropha DSM 545 a partir de un sustrato
modelado como glicerol crudo.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismo

Se utilizd Ralstonia eutropha DSM 545. La cepa fue mantenida en tubos inclinados
de TSA a 4°C. El microorganismo se repico en tubos inclinados de glicerol 18 % v/v
en TSA y se incub6 durante 48 h a temperatura ambiente. Luego de la incubacion
fueron mantenidos a 4°C hasta ser utilizados.



Composicion del efluente modelo.

Dado la variacion en la composicién del glicerol subproducto del biodiesel se decidio
trabajar con un medio modelado. La composicion de este medio tiene en cuenta las
peores condiciones en las cuales se puede encontrar este subproducto: sin
recuperacion de metanol. Basado en estudios realizados por diversos autores
(Thompson et al.) y la informacién brindada por productores nacionales de biodiesel
se selecciond la siguiente composicion del efluente modelo: glicerol (37%), metanol
(30%), catalizador (1%) agua (2%).Los monoacilglicéridos no fueron considerados
dado que la cantidad presente en este efluente es generalmente despreciable, y de
estar presentes en el medio producen aumento en el crecimiento bacteriano y
acumulacion de PHA (Martinez et al, 2008).

Medio de cultivo.

La composicion mineral en el medio de fermentacion fue: 0.2 g/L MgS0O4.7H,0; 1.0
g/L (NH4)2S0Oy, 0.06 g/L citrato de amonio y hierro (lll), 0.01 g/L CaCl,.2H,0 y 1.0
mL/L de solucién de metales traza. La solucion de metales traza consiste en: 0.3 g/L
H,BO4, 0.2 g/L CaCl,.6H,0, 0.1 g/L ZnS0O,4.7H,0, 0.03 g/L NaM004.2H,0, 0.2 g/L
NiCl,:2H,0, 0.01 g/L CuS04.5H,0, 0.03 g/L MnCl,.6H,0.

La solucion de fosfatos: 0.6 g/L KH,PO,4, 10.0 g/L Na;HPO4, en el medio de
fermentacién. Como fuente de carbono se utilizé una dilucion del efluente modelo
para llegar a una concentracion de 18.3 % v/v de glicerol y 13.7% de metanol. El pH
de todas las soluciones se ajusté a 7.0 con 5.0 N NaOH/ 5.0 N HCI. Todas las
soluciones fueron esterilizadas por separado 15 min a 121°C y luego reconstituidas
en forma aséptica a temperatura ambiente previo a ser inoculado.

Fermentacion.

Los datos experimentales utilizados para la simulacion fueron tomados de
experiencias en reactor de laboratorio operado en modalidad batch. El in6culo se
prepar6 en Erlenmayer de 1 L conteniendo 200 mL del medio descrito anteriormente,
en shaker orbital durante 24 h a 200 rpm y 35°C.

Las experiencias se realizaron en fermentador Sartorious Stedim Biotech. BIOSTAT
® A Plus a 35°C y pH 7, conteniendo 2 L de medio de cultivo. La concentracién del
in6culo fue la necesaria para obtener 0.5 g/L de biomasa al comienzo de la
fermentacidon. Se tomaron muestras a intervalos irregulares para determinaciéon de:
biomasa, glicerol, metanol, PHB y sulfato de amonio. EIl oxigeno disuelto en el
medio se mantuvo constante a 30% de saturacién, mediante regulacién automatica
de la agitacion, la aireacion se mantuvo constante a 1 vvm.

Métodos analiticos

La concentracibn de biomasa se determiné mediante espectrofotometria. La
densidad Optica de la suspension se determind a 600 nm en espectrofotdometro
UNICAM UV/VIS. Para la determinacion del glicerol y metanol residual, las muestras
fueron centrifugadas a 15000 rpm a 4°C durante 15 min. Se determind la
concentracion en el sobrenadante en HPLC Shimadzu equipado con una columna
Shodex sugar KS-801 (8 mm x 300 mm) a 55°C, utilizando agua MilliQ como eluente
a 0.7 mL/min. La concentracién de PHB se determiné con kit enzimatico (Boehringer



Mannheim). La concentracion de amonio residual se determiné con electrodo de
amonio ORION.

Modelado de parametros

Para la identificacion de los parametros de los modelos cinéticos propuestos, se
tomaron los valores promedio de concentracién de biomasa, PHB, glicerol y sulfato
de amonio, obtenidas en fermentaciones descritas anteriormente. Los parametros
fueron determinados mediante una regresion no lineal, que minimiza las diferencias
entre las predicciones del modelo y los datos experimentales. El sistema de
ecuaciones diferenciales se resolvié utilizando un programa basado en el método de
Runge Kutta de cuarto orden. El sistema multivariado se resuelve de forma iterativa,
minimizando la suma de los cuadrados de la diferencia entre el valor predicho por el
modelo y los datos experimentales (Cutlip et al.).

RESULTADOS Y DISCUSION
Cinética del crecimiento en batch

En 60 horas de fermentacion se produjeron 22.5 g/L de biomasa. En este periodo,
se consumieron 1.5 g/L de fuente de nitrogeno y se metabolizaron 26.2 g/L de
glicerol, manteniéndose el metanol presente en el medio, constante. La sintesis de
PHB, producto de interés, comenzo a las 32 horas y llegd a una concentracion final
de 3.3 g/L.

Modelo Matemaético

Los modelos matematicos son necesarios para tener bases sélidas para el disefio de
procesos fermentativos, para célculos econdmicos y para el control del proceso. El
crecimiento y acumulacion de PHB, se describe en términos de biomasa producida,
PHB acumulado, sulfato de nitrdgeno consumido y glicerol consumido.

La concentracion de biomasa total (g/L) consiste en dos partes: PHB (P) y biomasa
residual (R), en donde R se calcula como la diferencia entre la biomasa total y PHB.
R es la fraccion de la biomasa total cataliticamente activa, e incluye proteinas y
acidos nucleicos.

La sintesis de R se describe como:

dR

— = uR
ar M

En donde p es la velocidad especifica de crecimiento (h™)

El producto PHB (P [g/L]) se produce y acumula la forma mayoritaria en fase
estacionaria (verificado en experiencias anteriores), por lo que la cinética de
produccion se modela Unicamente con un término de produccién no asociado al
crecimiento (3 [g/g.h]).



El consumo de glicerol se derivd en crecimiento celular y formacion de producto.
Basado en experiencias previas se desprecia el término mantenimiento celular.

ds
i__ K e P

—_— X R
dt Yes1 Yp/s1

Siendo Ygsi1, el rendimiento de biomasa activa (R) basado en el consumo de glicerol
utilizado para crecimiento y Yps:, €l rendimiento de PHB basado en glicerol utilizado
para la formacién de producto.

La fuente de nitrégeno es consumida para la formacion de biomasa activa (R), y
mantenimiento celular.
s, U
dt Yr/s2
Siendo Y gss2, €l rendimiento de biomasa activa basado en consumo total de fuente
de nitrégeno.

X R

Se plantean 5 cinéticas de crecimiento para modelar el crecimiento celular.

Modelos para crecimiento con fuente de nitrdgeno como sustrato limitante

a) Monod

S2
Sz + bz

p = by

Con by = umax (h™) y b (g/L) constante de saturacion.

b) Moser

52 b2

b - -
1,72 4 b,
Con by = umax (h™), by: constante adimensional y bs (g/L) constante de saturacion.

u=

Modelo para crecimiento con fuente de nitrdgeno como sustrato limitante e inhibicidn
por sustrato.

c) Andrews modificado
by
‘Ll =
1+ b, 1+5,
(=2 (52
Con by = pmax (h™), b2 (g/L): constante del sustrato limitante y bs (g/L) constante de
inhibicion.




Modelo para crecimiento con doble limitaciéon por fuente de carbono y fuente de
nitrégeno.

d) Khanna et al.

572 Sy
u=Db NG bz ) ¥\ cpa b4
b2 1 p3 Sb* + b5

Con b1 = umax (™), bs (/L) y bs: constantes de saturacion de glicerol y sulfato de
amonio respectivamente; b, y b, constantes adimensionales.

e) Khanna, et al. (con inhibicion)

sz 5574 Sl b6 SZ b8
)0
H=m (5{’2 n b3b2> " (sg"* n b5b4> *A={7) A\po) )

Con b1 = umax (™), bs (g/L) y bs: constantes de saturacion de glicerol y sulfato de
amonio; by, by, bgy bg constantes adimensionales; b (g/L) y bg (g/L) representan la
concentracion minima de fuente de carbono y fuente de nitrégeno respectivamente
para que ocurra inhibicion.

Resultados del modelado matematico

A continuacion se detallan los resultados obtenidos para cada una de las cinéticas
planteadas.

Tabla 1. Parametros modelados

Monod Moser Andrews Khanna Khanna
c/inhibicién.

B 0.004 0.005 0.002 0.006 0.007
Yos1 1.01 0.88 0.98 0.83 0.83
Yps1 0.34 1.99 0.17 12.5 6.3
YRrs1 14.29 16.75 14.56 14.03 14.02
b, 0.13 0.13 1.29 0.63 0.62
b, 0.07 3.24 5.69 1.39 1.38
bs 0.07 1.65 61.04 61.55
b4 0.56 0.58
bs 0.0063 0.0053
be 11.82
b, 144.19
bs 2.3
bg 17.9
r2 0.9320 0.9771 0.9704 0.9745 0.9747

Sumsqr 76.52 51 64.9 31 32.9




Para cada modelo (Figuras 1-5) se presenta el coeficiente de correlacion (r%) y la
suma de los cuadrados de la diferencia entre el valor predicho por el modelo y los
datos experimentales (SumSqr). El coeficiente r* suele utilizarse para juzgar si un
modelo representa un conjunto de datos. Sin embargo no es condicion suficiente
obtener r? cercano a 1 para asegurar la representatividad del modelo. Por ello, para
evaluar los modelos se toma en cuenta, ademas, las distribucién de los residuos (no
se presentan) y el valor obtenido Sumsqr de la regresion. Teniendo en cuenta estos
elementos se obtiene que el modelo que mejor representa los datos experimentales

es el modelo de Khanna (limitacion dual) sin inhibicion.
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Figura 3. Khanna con inhibicién

La limitacién de crecimiento dual (por dos nutrientes, modelo de Khanna) se detecta
en microorganismos que muestran variacion en los rendimientos de biomasa bajo
diferentes limitaciones de nutrientes heterélogos (no interactian entre si, como la
fuente carbono y fuente nitrégeno). Esta variacion es causada, en R eutropha por
cambios fisiolégicos debido a la acumulacién del compuesto de reserva PHB. La
acumulacion y reserva de PHB responde a la deficiencia de un nutriente en el medio,
en este caso la fuente de nitrdgeno, que detiene el crecimiento exponencial. El
exceso de carbono remanente se almacena como compuesto de reserva (PHB)
predominantemente en la fase estacionaria de crecimiento. La relacion entre fuente
de carbono y fuente de nitrégeno en el medio, determina, en concordancia con el
modelo matematico descrito (Khanna et al.), si el flujo de carbono se destina a
producir biomasa o PHB.

CONCLUSIONES

El crecimiento en batch de R.eutropha DSM 545 en un medio definido utilizando un
efluente modelo de glicerol crudo como fuente de carbono puede ser descrito por el
modelo de doble limitaciéon de Khanna sin inhibicién por sustrato. Este modelo podra
ser luego utilizado como base, para plantear estrategias de produccién que
maximicen la produccion de PHB y para calculos economicos del proceso.
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