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Resumen

La generacion de biopolimeros ha sido una practica creciente en las dltimas décadas
debido a la necesidad de la produccién sostenible y de bajo impacto ambiental. Se han
evaluado distintas materias ricas en carbono que propicien las condiciones necesarias para
la sintesis de polihidroxialcanoatos (PHA), un tipo de biopolimeros generado por una gran
variedad de microorganismos en condiciones de estrés metabolico. Sin embargo, los costos de
produccién suelen ser altos, por lo que se evalua la utilizacion de residuos industriales ricos en
carbono como materia prima. Con base en esto, en el presente trabajo se evalué la producciéon
de PHA por la cepa bacteriana Bacillus subtilis a partir de la fermentacion de suero de leche,
un residuo de la industria lactea rico en lactosa. Asimismo, debido a que la producciéon de
PHA se propicia tanto por un exceso de carbono como una limitacién de otros sustratos como
el nitrégeno, se propuso evaluar la influencia de la relacién molar C:N en los rendimientos de
su produccion. Por ultimo, se planted generar un balance de materia y modelos elementales y
cinéticos de la fermentacion de suero de leche a las condiciones evaluadas, que representaran
el proceso fermentativo. Se logr6 sintetizar PHA a partir de la fermentacion de lactosa en
el suero de leche por B. subtilis hasta una concentraciéon maxima de 0.41 g/L, comprobado
mediante la obtencion del espectro infrarrojo caracteristico del producto. Se logré evaluar
el efecto de la relacién molar C:N en el rendimiento de produccién de PHA, determinando
que se obtuvo el mayor rendimiento de producto respecto al sustrato con un valor de 0.045 g
PHA /g lactosa para la relacion 15:1, con diferencias poco significativas con la relacion 20:1,
empleando urea como fuente de nitrégeno. Se obtuvo el balance de masa del proceso y el
modelo elemental a partir de la ecuacién estequiométrica representativa de la fermentacion.
Ademas, se propuso un modelo cinético basado en las ecuaciones de Monod y de Leudeking-
Piret, modificado con una variaciéon exponencial de la rapidez de consumo de sustrato,
que permiti6é predecir los pardmetros de las expresiones de la velocidad de generaciéon de
biomasa de B. subtilis, consumo de lactosa y formacion de PHA durante la fermentacion a
las condiciones propuestas.

XVI



CAPITULO |

Introduccién

La problemaética ambiental ha impulsado el desarrollo de tecnologias que sustituyan a las
practicas de produccion actuales y que disminuyan el impacto que generan en los ecosistemas.
Una de estas medidas es la producciéon de biopolimeros mediante sistemas biolégicos a partir
de fuentes de carbono de bajo costo, generalmente residuos, que minimicen el uso de los
polimeros derivados de petroquimicos. Entre estos se encuentran los polihidroxialcanoatos
(PHA), caracterizados por poseer propiedades fisicas y mecénicas similares a las de los
polimeros tradicionales, con la principal diferencia que son biodegradables en compuestos
simples como diéxido de carbono y agua (Molina, 2016; Dos Santos, et al., 2017).

Los PHA son biopolimeros conformados por cadenas lineares de ésteres alifaticos de
cadena corta o mediana. Se producen de forma intracelular en una gran diversidad de mi-
croorganismos, generalmente bacterias, en respuesta a situaciones de estrés ambiental. Este
polimero se almacena en forma de inclusiones celulares como reserva de energia ante un
desequilibrio de nutrientes disponibles para consumo, como exceso de carbono y escasez de
nitrégeno, oxigeno o fosforo (Favaro, et al., 2018; Pena-Jurado, et al., 2019). Por tanto, la
manipulacién de las condiciones de crecimiento de los microorganismos que promuevan la
formacion de PHA es una préctica de interés en la produccion de dichos biopolimeros.

Distintas fuentes de carbono han sido estudiadas para la produccion de PHA, entre las
que destaca recientemente el suero de leche. Este material generado como residuo de la
industria de derivados lacteos, posterior a la precipitaciéon de la mayor parte de proteinas
de la leche, tiene la caracteristica de ser rico en lactosa, en concentraciones de hasta un
5% (m/v). Este disacarido estad conformado por mondémeros de glucosa y galactosa, que
suelen ser fermentables por diversos microorganismos. Para su consumo es indispensable
que el microorganismo cuente con las enzimas necesarias para el metabolismo del disacérido,
principalmente la enzima [-galactosidasa, que permite la hidrolisis de su enlace glucosidico.
Una bacteria Gram positiva encontrada generalmente en suelos, reconocida por su capacidad
de produccién de PHA y que ademas expresa dicha enzima es Bacillus subtilis, por lo que
es un posible sistema biolégico de estudio para la producciéon de estos biopolimeros (Motta-
Correa y Mosquera, 2015; Penia-Jurado, et al., 2019).



Ademas de analizar al suero de leche como posible fuente de carbono para la sintesis de
PHA, es indispensable llevar a cabo estudios que permitan modelar los procesos fermenta-
tivos involucrados en su produccion. La realizacion de dichos estudios a escala laboratorio,
en los que se analice el consumo de sustratos, generaciéon del producto y crecimiento celu-
lar, permiten el planteamiento de modelos elementales basados en balances de materia y
modelos cinéticos caracteristicos de la fermentacion (Lee, 2001, Castaneda, 2019). Ambos
son indispensables para la representaciéon de la formacion de los biopolimeros mencionados
en los sistemas biologicos utilizados, y a la vez funcionan para determinar los factores que
permiten incrementar los rendimientos de producciéon y el escalamiento del proceso.

Con base en esto, en el presente trabajo de graduaciéon se propuso la evaluaciéon de la
produccién de polihidroxialcanoatos a partir de suero de leche, cuyo contenido de lactosa
fue analizado como fuente principal de carbono fermentable por la cepa Bacillus subtilis. Se
buscod cuantificar el contenido de lactosa en el suero para determinar la relaciéon molar de
carbono/nitrégeno a la cual se genera el estrés metabolico necesario para la obtencion de los
mayores rendimientos de su producciéon. Ademas, se buscdé modelar la formacion de PHA
respecto al consumo de lactosa y al crecimiento de la biomasa bacteriana, para obtener un
balance de materia y un modelo cinético que representen el sistema fermentativo. En este
trabajo se desarroll6 la evaluacion del suero de leche como una materia prima funcional para
la producciéon de biopolimeros de tipo PHA, posibles sustitutos de polimeros de tinico uso,
asi como se determiné el efecto de las condiciones evaluadas en su formacion en el sistema
estudiado a escala laboratorio.
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Antecedentes

El estudio de los PHA generados por microorganismos data de 1926, al ser aislados y
caracterizados por primera vez por Maurice Lemoigne en Bacillus megaterium. Desde en-
tonces han sido ampliamente estudiados para determinar sus propiedades y usos, cobrando
importancia durante las dltimas décadas ante la problematica ambiental como un sustituto
de los polimeros derivados del petroleo. Se han estudiado distintos subproductos o residuos
industriales como fuente de carbono de bajo costo. Entre estos se encuentran los subproduc-
tos de la industria azucarera, como los jugos clarificados y melaza, caracterizados por su alto
contenido de sacarosa. Asimismo, los lipidos de desecho generados en industrias de procesa-
miento de alimentos han sido aprovechados por su alto contenido de carbono oxidable. Sin
embargo, una de las materias que ha cobrado importancia es el suero de leche, un residuo
de la industria de productos lacteos rico en lactosa, con concentraciones que alcanzan los 50
g/L, y que usualmente es desechado(Aljuraifani, et al., 2018; Favaro, et al., 2018).

La producciéon de estos biopolimeros utilizando lactosa como fuente de carbono fue ini-
cialmente estudiada por Yellore y Desai en 1998 en Methylobacterium sp., con la que se
alcanzaron rendimientos de hasta 5.25 g/L. También evaluaron la posibilidad de utilizar
suero de leche como fuente del disacérido fermentable, con lo que se alcanzaron rendimien-
tos de 1.1 g/L. Anos después, mediante una optimizacion del suministro de nitrégeno en un
proceso de fermentacion batch realizado por Nath y colegas en 2008, se alcanzé un rendi-
miento de 2.1 g/L de PHA con la misma bacteria, demostrando la importancia del control
de la disponibilidad de sustratos y el estrés metabolico que esto provoca en el proceso fer-
mentativo.

Otras cepas estudiadas para este proceso han sido Pseudomonas hydrogenovora y Hydro-
genophaga pseudofiava, alcanzando rendimientos de 0.2 y 2.7 g/L de PHA, respectivamente,
segun lo descrito en la revision de Koller y colegas (2007). En comparacion con otras cepas
reconocidas como productoras de PHA como Cupriavidus necator y H. mediterranei, las
cepas mencionadas son capaces de hidrolizar por si mismas a la lactosa en sus monémeros
fermentables, glucosa y galactosa, lo que genera una reducciéon de los costos de producciéon
que este proceso pudiera generar (Favaro, et al., 2018).



Asimismo, ha sido posible la modificacion genética de bacterias como C. necator, P. sac-
charophila y Fscherichia coli, para que sean capaces de metabolizar lactosa directamente del
suero de leche y de producir los biopolimeros de interés, segtin lo descrito en la revisiéon de
Favaro et al. (2018). Un estudio realizado por Pais y colegas en 2014 en el que se modifico el
genoma de una cepa recombinante de F. coli para la expresiéon de las enzimas involucradas
en la produccion del biopolimero y para el consumo de lactosa de suero de leche, alcanzé un
contenido total de PHA de hasta el 87 % del peso seco de biomasa. Esto demostro la posi-
bilidad de modificaciones genéticas para el incremento de la produccién de los biopolimeros
con lactosa como fuente de carbono, aun cuando la bacteria en su forma silvestre no pueda
sintetizarlos.

No obstante, ante la necesidad de escalamiento de este tipo de procesos, es indispensa-
ble efectuar un estudio de cepas de bacterias silvestres de alta disponibilidad que puedan
fermentar la lactosa en el suero de leche para la produccién de PHA de manera rentable.
Entre estas cepas destaca Bacillus subtilis, una cepa que usualmente habita en la mayoria
suelos y ha sido descrita a profundidad por su capacidad de producir una variedad de PHA,
entre los que destaca el polihidroxibutirato (PHB). Esta cepa, ademas de las caracteristicas
mencionadas, es capaz de asimilar a la lactosa mediante su difusién a través de la membrana
por la presencia de una permeasa especifica para el disacarido. Ademas, sintetiza la enzima,
(B-galactosidasa, una hidrolasa que lleva a cabo la ruptura del enlace glucosidico de la lactosa,
debido a la presencia del gen yesZ en su genoma. En el estudio realizado por Pena-Jurado y
colegas (2019), fue posible la produccion de PHB con un rendimiento de 0.54 g/L mediante
una cepa silvestre de B. subtilis, a las siguientes condiciones: 37 °C, pH 7.6 y 200 rpm. En
este estudio se analiz6 ademés la influencia del nitrégeno como nutriente determinante de
la produccién del biopolimero, alcanzando el mayor rendimiento a una razén masica de C:N
de 17.5:1.

Debido al proposito del presente estudio de llevar a cabo la evaluacion de la producciéon
de PHA mediante la fermentacién de suero de leche por una cepa de B. subtilis, se utilizo
el estudio de Pena-Jurado y colegas (2019) como referencia. Se utilizaron las condiciones
fisicas descritas en este estudio para analizar algunas de las condiciones determinantes de
los rendimientos de producto, principalmente la relaciéon molar carbono/nitrogeno que genera
el estrés metabodlico necesario para la sintesis del biopolimero.

Por otro lado, se buscé evaluar los balances de materia para la generacién de un modelo
elemental dado por la ecuacién estequiométrica, asi como realizar un modelo cinético, ambos
representativos de la fermentacion descrita. A pesar de que algunos de estos estudios se han
realizado para la produccién de PHA en distintos microorganismos para sustratos como
glucosa, fructosa y sacarosa, rara vez se han realizado para lactosa como fuente de carbono,
y ningin estudio ha sido publicado empleando B. subtilis como sistema biolégico, por lo que
no existe un precedente para este proposito. Con base en esto, se utilizo el planteamiento de
la ecuacién estequiométrica general para cualquier microorganismo descrito en Castaneda,
(2019). Asimismo, el modelo cinético que representa la fermentacion se planted con base en
los modelos de Monod y de Leudeking-Piret, descritos en la bibliografia de Levenspiel (1999)
y Lee (2001).
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Justificacién

La contaminaciéon ambiental, ademés de caracterizarse por ser un fenémeno de dimension
global, es una problematica creciente, provocada principalmente por la actividad humana y
la generacion excesiva de desechos. Unos de los mas relevantes son los polimeros derivados de
petroquimicos que, por su naturaleza, se acumulan en suelos y agua y provocan altos niveles
de contaminacién, principalmente por la acumulacién de residuos toéxicos y generacion de
gases de efecto invernadero. Se aproxima que pueden llegar a generar hasta 56 mil millones
de toneladas de COy para 2050. No obstante, siguen siendo ampliamente consumidos por
su utilidad, con producciones a nivel mundial de 380 millones de toneladas anuales, de las
cuales aproximadamente un 50 % es desechado (Fundacion Heinrich Boll, 2019).

Una alternativa estudiada en las taltimas décadas son los biopolimeros, compuestos sin-
tetizados por organismos vivos a partir del consumo de fuentes ricas en carbono. Entre estos
se encuentran los polihidroxialcanoatos (PHA), que se caracterizan por poseer propiedades
fisicas y mecénicas similares a las de los polimeros derivados de petroleo (Favaro, et al.,
2018). No obstante, la produccion y, por lo tanto, comercializacion de estos biopolimeros se
ve dificultada por los altos costos de produccién, principalmente derivados de las materias
primas, que alcanza alrededor del 50 % del costo total del proceso. Este es el principal obs-
taculo para que su produccién sea rentable, y, por ende, puedan llegar a ser competitivos
con los polimeros tradicionales.

Se ha buscado el aprovechamiento de residuos ricos en carbono para la generacion de
estos biopolimeros, con el fin de reducir los costos de su produccién. Uno de estos es el
suero de leche, proveniente de la industria de productos lacteos. Se aproxima que, por cada
kilogramo de queso producido, se obtienen 9 litros de suero, que contiene alrededor del
90 % de los nutrientes de la leche (Motta-Correa y Mosquera, 2015). En Guatemala, la
produccion alcanza los 1.4 millones de litros de leche diarios, de los cuales el 20 % se utiliza
para la produccion de derivados lacteos, de donde se obtiene este residuo (Azzari, 2014). Al
ser un material rico en lactosa, con alrededor del 5% (m/v), puede estudiarse como fuente
de carbono para la produccion de bioplasticos de tipo PHA, como una forma de agregarle
valor y convertirlo en un producto ttil.



Ademas de la evaluacién del suero de leche como una materia de bajo costo por su
naturaleza residual, es indispensable analizar las condiciones a las cuales se promueve la
produccion de PHA a partir del mismo, pues es un polimero que suele generarse de forma
intracelular en una gran variedad de microorganismos en condiciones de estrés metabdlico.
Por consiguiente, el analisis de las condiciones que favorezcan los rendimientos de produccion,
la estequiometria de la reaccién y la cinética de la fermentaciéon en cuanto a consumo de
sustratos, formacion de producto y crecimiento celular, facilita el planteamiento de modelos
representativos del sistema fermentativo que permiten el escalamiento del proceso.

En Guatemala, no existe un precedente de estudios que planteen propuestas para la
produccion de biopolimeros de tipo PHA a partir de materias residuales de bajo costo,
como el suero de leche, cuya generacion es significativa segin lo mencionado previamente.
La evaluacion de la produccion de PHA a partir de este residuo y el planteamiento de
modelos elementales y cinéticos representativos de la fermentacién, son indispensables para
generar propuestas de procesos que a futuro permitirian que la produccién nacional de
estos biopolimeros sea factible y rentable. Ademas, su desarrollo es un precedente para el
planteamiento de procesos lo suficientemente competitivos para sustituir a los polimeros
tradicionales, y, por lo tanto, reducir el impacto ambiental provocado por la generacion de
productos y residuos contaminantes.
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Objetivos

A. Objetivo general

Evaluar la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) mediante la fermentacion de suero
de leche a escala laboratorio

B. Objetivos especificos

» Evaluar la relacion carbono/nitrégeno para determinar su influencia en la produccion
de PHA utilizando la lactosa en suero de leche como fuente de carbono.

= Realizar el balance de masa de la sintesis de PHA para generar un modelo elemental
del sistema fermentativo.

= Generar un modelo cinético que represente la produccion de PHA en las condiciones
evaluadas a partir de la fermentaciéon de suero de leche.
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Marco tedrico

A. Polimeros y biopolimeros

Los polimeros son compuestos generalmente derivados de petroquimicos como petréleo
crudo y gas natural. Como su nombre lo indica, son sintetizados mediante la polimeriza-
cion de hidrocarburos como etileno, propileno y butileno, entre otros, obtenidos a partir de
procesos de extraccion y refinado. Entre los més comunes se encuentran el polietileno (PE),
polipropileno (PP), poliéster (PS), tereftalato de polietileno (PET), cloruro de polivinilo
(PVC) y nylon. Son altamente demandados en varias industrias como la alimenticia, far-
macéutica, textil y manufactura en general, debido a su versatilidad. Por sus propiedades
fisicas y mecénicas, son materiales resistentes, flexibles, moldeables y quimicamente iner-
tes, haciéndolos més ttiles en comparaciéon con otros materiales como el papel y el vidrio
(Fundacion Heinrich Boll, 2019; Nagalakshmaiah, et al., 2019).

Debido a su alto peso molecular y su conformacién, los polimeros derivados de petro-
quimicos son materiales recalcitrantes y resistentes a la degradaciéon microbiana. Aunque es
una de las principales ventajas de su uso, esto genera que su proceso de degradacién sea
prolongado, pues por ejemplo, se aproxima que una bolsa plastica de PE puede tardar hasta
500 anos en descomponerse. Debido a que la produccién de estos polimeros es alta, que para
2018 alcanzo las 380 millones de toneladas métricas, con una tasa de reciclaje de inicamente
el 9%, se acumulan en los ecosistemas dado que no se degradan en un tiempo comparable
al de su produccion (Fundacion Heinrich Boll, 2019; Nagalakshmaiah, et al., 2019).

La acumulacion en los ecosistemas genera la liberacion de particulas y sustancias téxicas
en aguas y suelos, que ademés de generar su contaminacién, son consumidas por distintos
animales y de forma indirecta, por seres humanos, representando un riesgo para la inte-
gridad de la fauna marina y la salud humana. Asimismo, mientras ocurre su degradaciéon
se generan grandes cantidades de gases de efecto invernadero, los principales causantes del
calentamiento global. Se aproxima que para el afio 2050 este proceso genere hasta 56 mil
millones de toneladas de C'O5. Por tltimo, dado que son producidos a partir de recursos no
renovables, a largo plazo su produccién no es sustentable y debe ser sustituida por opciones



sostenibles y amigables con el ambiente (Lemos y Cordoba, 2015; Fundaciéon Heinrich Béll,
2019; Nagalakshmaiah, et al., 2019).

Una alternativa que se encuentra en desarrollo son los biopolimeros, compuestos produ-
cidos por sistemas biolégicos a partir de materia rica en carbono. Poseen caracteristicas de
flexibilidad y resistencia similar a la de los polimeros derivados de petréleo, con capacidad
de degradarse en condiciones naturales en compuestos como diéxido de carbono y agua. Su
ventaja radica en que pueden ser fabricados a partir de fuentes renovables o biodegradables
como residuos agricolas o industriales ricos en carbohidratos y lipidos. Esto implica no solo
una reduccién en los costos de produccién al utilizar materias primas renovables o reusables,
sino también los coloca como una opcién viable para la reduccién del impacto ambiental ge-
nerado por la acumulacion de residuos derivada de la actividad humana (Valero-Vadivieso,
et al., 2011; Lemos y Cordoba, 2015).

Los biopolimeros pueden clasificarse segiin su fuente, siendo las clasificaciones mas im-
portantes los polimeros derivados de biomasa como polisacaridos y proteinas, polimeros
basados en mondémeros bioderivados como aceites vegetales y acido lactico, y los polimeros
sintetizados por microorganismos como los polihidroxialcanoatos. Estos ultimos han cobrado
importancia en la industria por sus propiedades fisicas y mecanicas y mecanismos de pro-
duccién por medio de fermentaciones. Se trata de una familia de poliésteres biodegradables
sintetizados y acumulados de forma intracelular en distintos microorganismos como reserva
de carbono y energia. En la Figura [I] se ejemplifica esta formacion de inclusiones de PHB
en el interior de la célula. Suelen producirse en condiciones de estrés ambiental y desbalan-
ce de nutrientes, logrando alcanzar hasta un 90 % de su peso seco. Son candidatos ideales
para sustituir los derivados de petroleo, debido a su biodegradabilidad, biocompatibilidad,
diversidad quimica, propiedades termoplasticas, resistencia al agua y principalmente por su
producciéon més amigable con el ambiente (Valero-Vadivieso, et al., 2011; Molina, 2016).
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Figura 1: Formacion de granulos intracelulares de PHB en Ralstonia eutropha
(Dos Santos, et al., 2017)



B. Polihidroxialcanoatos (PHA) y sus caracteristicas

Los PHA son poliésteres alifaticos conformados por cadenas lineares cortas o medianas de
monoémeros de 3-hidroxiacidos en su configuracion D(-), debido a la estereoespecificidad de
las enzimas involucradas en la sintesis. Estos mondmeros pueden contener de 4 a 5 carbonos
si son de cadena corta o de 6 a 14 los de cadena media, con una estructura entre 60-70 %
cristalina. Segin el tipo de PHA, poseen distintos alcanos en el grupo alquilo, como se observa
en la Figura [2] que le confiere caracteristicas hidrofobicas. Ademés, poseen un alto peso
molecular, entre 10,000-3,000,000 g/mol, dependiendo del microorganismo productor, fuente
de carbono, duraciéon de la fermentacion y pureza del polimero. Es un material no téxico,
activo Opticamente por la presencia de un carbono quiral y en su forma pura, posee una
coloracion amarillenta. Asimismo, se caracteriza por ser impermeable al agua y gas y estable
ante radiacién ultravioleta. Debido a sus propiedades termoplasticas puede someterse a
extrusion, inyeccion, soplado y termoformado. Las principales propiedades fisicas de los PHA
mas comunes se describen en la Figura[3] en comparacion con el polipropileno, un polimero
convencional (Barbosa, et al., 2005; Gonzalez, 2008; Dos Santos, et al., 2017; Kavitha, et

Y

CH; o R (0] CH;
L ___In

nvana de 600 a 35000
R=hidrégeno Poli(3-hidroxipropionato)
R=metil Poli(3-hidroxibutirato)
R=etil Poli(3-hidroxivalerato)
R=propil Poli(3-hidroxihenanoato)
R=pentil Poli(3-hidroxioctanoato)
R=nonil Poli(3-hydroxidodecanoato)

Figura 2: Estructura quimica de los principales PHA
(Gonzalez, 2008)

Propiedad PHB PHBV PHB4B PHBHx PP
Temperatura
de fusién 177 145 150 127 176
Temperatura
de transicion 2 -l 7 -l -10
Cristalinidad (%) 60 56 45 34 50-70
Tension (MPa) 43 20 26 21 38
Elastibilidad (%) 5 50 444 400 400

Temperaturas en C°. PHB (poli3-hldroxibutirato), PHBV (poli 3-hidroxibutirato-co---hidroxivalerato), PHB4B
(poli3-hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato), PHBHx (poli3-hidroxihexanoato), PP (poliproplleno).

Figura 3: Propiedades fisicas de los PHA en comparacién con polipropileno, un polimero

convencional
(Gonzalez, 2008)
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C. Sintesis de PHA en Bacillus spp.

Los PHA son sintetizados a partir de acetil-CoA mediante tres reacciones enzimaticas.
El polihidroxibutirato es uno de los PHA més comunes, y su sintesis se da por la siguiente
ruta: la enzima 3-cetotiolasa (PhbA) convierte dos moléculas de acetil-CoA, generado a tra-
vés de glicolisis y ruta de pentosas fosfato, en una molécula de acetoacetil-CoA. Luego, la
enzima acetoacetil-CoA reductasa (PhbB), dependiente de la coenzima NADPH, transforma
este compuesto en D-3-hidroxibutiril-CoA. Por ultimo, la enzima PHB sintasa (PhbC) ca-
taliza la polimerizacién de dos moléculas de este compuesto o bien con una cadena de PHB
existente mediante la formacién de un enlace éster, generando asf el polimero. Las enzimas
involucradas son expresadas en microorganismos que contengan el operén phbCAB segin
se describe en la Figura |4} La expresion de los genes relacionados con esta ruta sintética es
regulada por presiones ambientales que representen condiciones suboptimas de crecimiento
y reproducciéon, como por ejemplo el desequilibrio de nutrientes como escasez de oxigeno,
nitrogeno o fosforo y exceso de carbono (Balaji, 2013, Mohapatra, et al., 2017).

| B-ketiolasa ” Acetoacetil CoA Reductasa ” PHB polimerasa l

Acetil CoA Acetoacetil Poli 3-hidroxibutiril Poli 3-hidroxibutirato
CoA CoA
—_— e )

0
o o o OH o _ )\/u\)
)J\SCOA MSCOA /l\)j\SCoA \(0 n

Figura 4: Ruta sintética del polihidroxibutirato
(Molina, 2016)

Entre los principales microorganismos productores de PHB se encuentran bacterias, mi-
croalgas, actinomicetos, cianobacterias, entre otros. El microorganismo mas estudiado ac-
tualmente es la bacteria Cupravidus necator, una bacteria Gram negativa perteneciente a
las betaproteobacterias. Sin embargo, se han descrito géneros de cianobacterias productoras
como Chlorogloeafritschii, Spirulina, Aphanothece, y bacterias como Azohydromonas lata,
Pseudomonas oleovorans, P. putida, P. aeruginosa, Bacillus megaterium y B. subtilis (Mo-
lina, 2016; Kavitha, et al., 2017; Favaro et al., 2018).

Se ha estudiado a las cepas del género Bacillus para la produccion de PHA debido a
su capacidad de metabolizar distintas fuentes de carbono de forma eficiente, tanto para su
crecimiento como para la bioconversion, logrando maximizar los rendimientos de produccion.
Entre las méas estudiadas han sido B. subtilis, B. megaterium, B. cereus y B. mycoides. Estas
bacterias son capaces de sintetizar este tipo de biopolimeros en sus etapas de crecimiento
exponencial y estacionaria. Durante la etapa exponencial, se da la formacion de producto
asociada a crecimiento, y no es dependiente de limitantes de nutrientes. Por otro lado,
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durante la etapa estacionaria ocurre la formacién de producto no asociado a crecimiento,
propiciada por limitaciones de nutrientes, especificamente nitrégeno, fésforo o magnesio en
el caso de este género de bacterias (Molina, 2016; Mohapatra, et al., 2017; Favaro et al.,
2018).

Las cepas del género Bacillus son bacilos Gram positivos que se caracterizan por la for-
macién de esporas en condiciones de estrés metabolico, lo que incrementa la produccién de
PHA como ventaja adaptativa para su supervivencia mediante el almacenamiento de ener-
gia, sin la adicion de sustratos precursores. Esto implica una mayor produccién del polimero
deseado y de esta forma, un aumento en los rendimientos de la reaccién al aplicarse para
la fermentacién industrial. Ademaés, a diferencia de la sintesis de PHA a partir de bacterias
Gram negativas, el producto obtenido por la fermentaciéon con Bacillus spp. puede ser apro-
vechado para aplicaciones médicas, pues se evita el riesgo de reacciones inmunogénicas con
tejidos celulares, pues no producen los lipopolisacaridos que generan este fenémeno (Molina,
2016; Favaro et al., 2018).

D. Abplicaciones de los PHA

A pesar de que no han sido comercializados a gran escala, los polihidroxialcanoatos
son tutiles para aplicaciones en distintas dreas como se describe en la Figura [5| Entre las
principales cabe resaltar la fabricacion de peliculas de recubrimiento, como agentes ligantes
en formulaciones de tintas a base de agua, produccién de empaques alimenticios, sintesis de
compuestos activos, como agentes de entrega de farmacos y como soporte para la ingenieria
de tejidos e implantes médicos, por su biocompatibilidad con el cuerpo humano. Asimismo,
también pueden ser utilizados en la cubierta de materiales fibrosos como papel y cartén
mediante la forma de latex acuoso, protegiéndolos de la degradaciéon por humedad debido
a su resistencia al agua. Sin embargo, su aplicaciéon principal debido a su naturaleza de
cadena corta es para la fabricacion de botellas, bolsas y otros productos desechables (Lemos
y Cordoba, 2015; Dos Santos, et al., 2017).

Area Aplicacion
Suturas, soportes de cultivos de tejidos para implantes,
Biomedicina implantes quirargicos, apositos, partes de huesos o venas,
ingenieria de valvulas de corazon.
Farmacologia Encapsulado de medicinas para liberacion controlada.
Empaque Empaque de alimentos.
Veterinaria Encapsulado de productos medicinales veterinarios.
Agricultura Encapsulado de fertilizantes.

Produccion de bolsas, botellas, materiales desechables,
articulos de higiene personal, peliculas de recubrimiento,

Ambiente N L .
paiiales desechables, remediacion de areas afectadas por
derrames de petroleo.
. Recuperacion de oligbmeros v mondmeros para la sintesis
Industrial p g y P

de nuevos polimeros.

Figura 5: Ejemplos de aplicaciones de PHA en distintas areas
(Dos Santos, et al., 2017)
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E. Industria lactea y lactosa en suero de leche como materia
prima

La ventaja principal de los biopolimeros, especificamente el polihidroxibutirato, es que
pueden producirse a partir de residuos agricolas e industriales con contenidos altos de car-
bono, por ejemplo, carbohidratos. Entre estas materias primas de bajo costo se encuentra
el almidén no comestible y residuos celulésicos y lignocelulésicos de la industria agricola,
metanol y glicerol crudo de la produccién de biodiésel, residuos ricos en lipidos de la indus-
tria animal y el suero de leche. Este tltimo es un subproducto importante de la industria
de lacteos, y ha sido evaluado debido a su alto contenido de lactosa como principal fuente
de carbono. Se producen aproximadamente 9 litros de suero por cada kilogramo de queso
fabricado, representando entre el 85-90% del volumen de la leche, y que equivale a una
produccion anual de 110-115 millones de toneladas métricas a nivel mundial (Motta-Correa
y Mosquera, 2015; Penia-Jurado, et al., 2019).

En Guatemala se producen 1.4 millones de litros de leche diarios, de los cuales aproxima-
damente el 20 % se utiliza para la produccion de derivados lacteos de la cual se obtiene como
subproducto el suero de leche. En ocasiones, es utilizado para la generaciéon de alimento de
ganado o procesado para la extraccion de proteina hidrolizada. Sin embargo, alrededor del
50 % es desechado como efluente hacia cuerpos receptores, siendo un importante contaminan-
te de los recursos hidricos y un generador de eutrofizacion acuética debido a su alta demanda
quimica (DQO > 60,000 ppm) y biologica (DBO > 35,000 ppm) de oxigeno, debido a su
contenido de lactosa, proteinas y otros compuestos oxidables (Azzari, 2014; Motta-Correa y
Mosquera, 2015; Pena-Jurado, et al., 2019).

FEl suero de leche se caracteriza por ser un liquido de color amarillo verdoso y sabor 4cido,
remanente de la precipitaciéon y separaciéon de la caseina de la leche durante la elaboracién
de quesos y otros productos lacteos. Sus principales componentes son la lactosa, potasio,
calcio, fésforo, magnesio, sodio, grasas, vitaminas como el complejo B y acido ascorbico y
proteinas lactoséricas. En términos de masa, el suero contiene el 50 % de los solidos totales,
25% de las proteinas, 7% de la grasa, 50 % de los minerales y cerca del 95 % de la lactosa de
la leche. Aproximadamente de 3-5% (m/v) de su composicién es lactosa, un carbohidrato
conformado por mondémeros de glucosa y galactosa, azicares simples utilizados usualmente
como fuente de energia. Su alto contenido de lactosa lo hace una fuente rica en carbono que
puede ser fermentada por distintas bacterias para la produccion de PHB (Motta-Correa y
Mosquera, 2015; Amaro, et al., 2019).

FEl suero derivado de la produccién de queso se conoce como suero crudo y puede ser dulce,
con un pH entre 6.0-6.5 o acido, con pH entre 4.4-5.1. Esté caracterizado por poseer la mayor
parte de la lactosa de la leche, en porcentajes de aproximadamente 3-5% (m/v) y entre un
0.2 - 1.1 % en peso de proteinas lactoséricas como lactoalbiimina y lactoglobulina. Mediante
un segundo procesamiento, estas proteinas precipitan a altas temperaturas y se utilizan
en la produccién de un derivado lacteo bajo en grasa, llamado requesén o queso ricota. El
subproducto de este segundo proceso se conoce como el suero cocido, cuyo contenido proteico
es menor al suero crudo pero el contenido de lactosa se mantiene en un rango entre 3 y 5%
(m/v), por lo que ambos son fuentes ricas en carbono utilizables para su aprovechamiento
como materia prima para fermentaciones microbianas (Motta-Correa y Mosquera, 2015;
Amaro, et al., 2019).
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Como se menciona anteriormente, la lactosa es la principal fuente de carbono presente
en el suero de leche. Este es un disacarido conformado por un monémero de glucosa y un
mondmero de galactosa, unidos por un enlace 5 - 1 — 4 glucosidico, como se demuestra en la
Figura[6] También se le llama lactosa monohidrato, pues cristaliza con una molécula de agua
de hidratacién. Su formula molecular es C1oHo9012" H2O y tiene una masa molar de 360.32
g/mol en su forma monohidratada, y de 342.30 g/L en su forma anhidra. Cominmente, se
le conoce como el azicar de la leche pues se encuentra en concentraciones entre 2-8 % m/v,
siendo principalmente de origen animal (Chai, et al., 2012; Amaro, et al., 2019).

Su aplicacién como sustrato fermentable en microorganismos se debe a dos principales
razones. Inicialmente, para que un microorganismo pueda fermentar lactosa, debe poseer una
proteina de transporte en la membrana conocida como permeasa de lactosa, que permite su
difusién hacia el interior de la célula, donde es metabolizada. Asimismo, el microorganismo
debe expresar una hidrolasa llamada - galactosidasa, que genera la ruptura del enlace glico-
sidico y permite la liberaciéon de los monémeros que conforman el disacarido. En la mayoria
de los microorganismos estudiados, la glucosa es el principal carbohidrato metabolizable; no
obstante, algunos han demostrado la capacidad de utilizar ademés a la galactosa cuando se
expresa una enzima epimerasa, que como su nombre lo indica, cataliza la epimerizacion de
galactosa en glucosa para ser asimilada por la célula (Chai, et al., 2012; Amaro, et al., 2019).

Lactosa Galact6sido permeasa

Lactosa

l H-galactosidasa

Alolactosa
CHzOE CH.0H
HO /H OH H H— 0H
EN\JH g HoNGH H
1!1 H H H
Galactosa Glucosa

Figura 6: Metabolismo de lactosa en una célula bacteriana
(Chali, et al., 2012)
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F. Estequiometria de la fermentacion de PHA

Las fermentaciones microbianas pueden analizarse como reacciones que describen un
fenémeno quimico en las que los microorganismos actiian como agentes bioldgicos que trans-
forman nutrientes en productos y para su propio crecimiento. Un microorganismo quimioor-
ganotrofico requiere de los siguientes nutrientes para su crecimiento y mantenimiento: una
fuente de carbono y energia (FCE), una fuente de nitrogeno (FC), oxigeno en caso de ser
un microorganismo aerébico y macro y micronutrientes. Estos permiten que ocurra respira-
cion celular y, por lo tanto, el mismo pueda reproducirse, generando lo que se conoce como
biomasa (X) o masa de microorganismos. Asimismo, se encuentran los productos generados
durante rutas metabdlicas oxidativas como el diéxido de carbono y agua y los compuestos
orgénicos generados por procesos fermentativos. Por otro lado, también se generan produc-
tos (P) no ligados al metabolismo energético, segtn las condiciones de fermentacion, como
alcoholes, acidos organicos, polimeros, entre otros (Shuler, et al., 2017; Castaneda, 2019).

Las biotransformaciones mencionadas ocurren dentro de las células mediante reacciones
bioquimicas de generaciéon o degradaciéon de nutrientes, que se conocen como anabolismo
y catabolismo, respectivamente. En las reacciones anabdlicas se sintetizan los precursores
para biomoléculas que permiten el crecimiento y reproduccién celular, mientras que en las
reacciones catabolicas, los sustratos son degradados para la obtencién de energia. En con-
junto conforman una red metaboélica compleja en los microorganismos, cuyo anélisis puede
simplificarse al tomar a la célula como una sola operacion en la cual ingresan los nutrientes
y se obtiene biomasa y productos. Derivado de esto, es posible el planteamiento de un ba-
lance de masa en el que las entradas (E) estan conformadas por los nutrientes que ingresan
a los sistemas de fermentacion, las salidas (S) son la biomasa generada y los productos no
ligados al metabolismo, y la acumulacion (A) puede considerarse la generacion de COy y
otros derivados de la oxidacién de sustratos. De esta forma, la sumatoria de las entradas y
la acumulacion son equivalentes a los productos generados (Shuler, et al., 2017; Castaneda,
2019):

Con base en esta simplificacion, en la Ecuacion [I] se describe la reaccion simplificada
para procesos aerdbicos, en donde «, 8 y 7y corresponden a los coeficientes estequiométricos
de los reactivos, productos y biomasa, respectivamente:

acpFop + anFy + 00202 = v X + BpP + Bc02C 02 + BraoH20 (1)

A esta expresion pueden incluirse otros nutrientes que sean necesarios para el crecimien-
to celular y formacion de productos especificos, como el fosforo (FF), un componente que
favorece la formacién de biomasa. Asimismo, cuando el producto P es un biopolimero gene-
rado de forma intracelular, puede incluirse en la expresion de la biomasa (Xp) pues altera
la composicién del microorganismo bajo esta condicién de almacenamiento de energia, por
la formacién de cuerpos de inclusion asociados a la célula, a diferencia de otros productos.
Para la produccion de polihidroxialcanoatos, esta expresion puede obtenerse como (Bailey
y Ollis, 1977; Shuler, et al., 2017; Castaneda, 2019):

15



acpFop+anvFy+apFr+ap0s = v Xp+ Bco2CO2+ BraoH20 (2)

La bacteria Bacillus subtilis es capaz de metabolizar la lactosa en el suero de leche debido
a la presencia de la enzima [-galactosidasa, que lleva a cabo la hidrolisis del disacérido en
glucosa y galactosa. Sin embargo, carece del gen galE, que codifica para la enzima GalE,
una epimerasa que permite la transformacién de galactosa a glucosa, el principal sustrato
para las reacciones metabdlicas, y, por ende, no puede utilizar este primer monosacéarido
como fuente de carbono. De esta manera, iinicamente puede aprovecharse la glucosa para la
formacion de biomasa y producto y es considerada la principal fuente de carbono cuando se
realiza un analisis elemental del sistema de fermentacion (Chai, et al., 2012; Pena-Jurado,
et al., 2019).

Asimismo, para alcanzar una relacion molar C:N definida para generar el estrés metabo-
lico que provoca la formacion de PHA, es necesaria la adiciéon de una fuente de nitrégeno,
pues ademas es indispensable para el crecimiento del microorganismo a pesar de encontrarse
de forma limitada. Una fuente de nitrégeno organico metabolizable por esta bacteria es la
urea, que posee dos moles de nitrégeno por mol del compuesto. Mediante la enzima ureasa,
expresada por los genes ureC, ureB y ureA en el operon ureABC presentes en el genoma
de B. subtilis, una molécula de urea es hidrolizada en dos moléculas de amonio y una de
dioxido de carbono como subproducto. Asimismo, también es capaz de utilizar como fuente
de nitrégeno inorganico al sulfato de amonio, una sal que en medio acuoso se disocia en
iones de amonio y sulfato. Debido a que el amonio es un compuesto asimilado y oxidado fa-
cilmente por esta bacteria, se considera como la principal fuente de nitrégeno en la reaccién
estequiométrica de la fermentacion (Pang, et al., 2019).

Por tltimo, la composicién de los microorganismos varia segin la especie, siendo sus prin-
cipales componentes el carbono, que alcanza un 50 % de su peso seco, seguido del oxigeno
con un 20 %, nitrogeno con un 14 %, hidrogeno con un 8 % y fésforo en un 3 %. También esta
compuesto por otros elementos como azufre, potasio, magnesio, calcio, entre otros, pero en
menores proporciones que no son significativas cuando se busca realizar el anélisis elemental.
Por tanto, se ha llegado a la generalizacién de que la composicién elemental de cualquier
microorganismo es mayoritariamente carbono, hidrégeno, oxigeno, nitrégeno y fésforo, con
una proporciéon molar promedio de C Hy.810¢.50No.21Pp.023. No obstante, como se menciona,
anteriormente, esta composicién promedio puede variar cuando se da la acumulacién del po-
limero dentro de la célula en forma de cuerpos de inclusién, pues no es convertido en otros
productos o expulsado de la misma. Es por esto que indispensable conocer esta nueva expre-
sién que permita determinar la composicion de la célula del sistema biolégico y representar
la fermentacion de manera adecuada y precisa (Lee, 2001; Shuler, et al., 2017; Castaneda,
2019).

Ante estas suposiciones, y utilizando como fuente de fosforo el fosfato monobéasico por
su facil asimilacion en la célula, la expresion para la produccion de PHA puede simplificar
como se demuestra en la Ecuacion [3] a continuacion. El planteamiento de las ecuaciones
estequiométricas permiten modelar a nivel elemental la fermentacién llevada a cabo. Para
su solucién, son necesarios los balances por elemento, utilizando ademas datos experimen-
tales para la determinacion de los coeficientes estequiométricos y otras relaciones. Estas son
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principalmente el coeficiente de respiracion (CR), que indica la proporcion de produccion de
CO34 respecto al consumo de Os. Para fermentaciones microbianas de este tipo, este valor se
encuentra entre 1-1.033. Asimismo, la composiciéon elemental de oxigeno e hidrégeno de las
células de cualquier microorganismo, incluso con la acumulacion de PHA como en este caso,
suele mantenerse constante, debido a que derivan del consumo de sustratos definidos: glu-
cosa, amonio y oxigeno. En el caso de las bacterias, esta relacion O/H es de 0.2873 (Shuler,
et al., 2017; Castaneda, 2019).

aceCsH1206+anNHs+apHPO, +a0202 — vCoHyOcNgPe+4Bc02C 02+ Br20H20 (3)

G. Cinética de las fermentaciones microbianas

El estudio de la cinética de crecimiento microbiano es indispensable para el diseno y
operacion de sistemas de fermentaciéon complejos. En la cinética microbiana se analiza la
relacion de la tasa de crecimiento del microorganismo respecto a la disponibilidad de sustra-
tos y condiciones fisicas. Es el resultado del conjunto de reacciones metabdélicas y fenémenos
de transporte que ocurren dentro de la célula en sistemas multicomponente de varias fases.
Este sistema es dindmico pues mientras las células crecen y se desarrollan durante su ciclo
de crecimiento, el medio se encuentra en cambios constantes de las condiciones fisicas y
quimicas (Lee, 2001; Shuler, et al., 2017).

El crecimiento microbiano se da en varias etapas, que se observan en las curvas de con-
centracion celular respecto al tiempo de la Figura [7] Se inicia con una fase de retardo, en
la cual las células se ajustan al medio tanto en términos de condiciones fisicas como en
disponibilidad de sustratos fermentables. El cambio de una concentraciéon de medio o del
tamano del ind6culo, de fuente de nutrientes o en las condiciones como pH y temperatura,
generan un retardo en el crecimiento pues las células deben producir las enzimas necesarias
para llevar a cabo los procesos metabdlicos. Para una fermentacién més eficiente, es comuin
que le realice una o varias adaptaciones previas al sustrato a utilizar con volimenes progre-
sivamente mayores, a modo de reducir esta fase de retardo en la que no se genera biomasa
o productos (Lee, 2001).

Luego, ocurre una aceleraciéon para entrar a la fase exponencial, en la que las células
se duplican a una velocidad de crecimiento que incrementa con el consumo de sustrato. En
esta fase puede interpretarse como una reacciéon autocatalitica de primer orden, por lo que la
tasa de crecimiento es proporcional a la concentracion de células en un tiempo determinado,
dada por la Ecuacién EI (Levenspiel, 1999; Lee, 2001).

Cn

TN = ——
N

= uCy (4)
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Figura 7: Curva de crecimiento respecto a la concentracion de células (Cn) en el tiempo
(t). Se observan las fases de (A) retardo, (B) aceleracion, (C) exponencial, (D)

desaceleracion, (E) estacionaria y (F) de muerte celular
(Lee, 2001)

En esta expresion, la constante u es la tasa especifica de crecimiento, que representa el
cambio del logaritmo natural de la concentraciéon celular respecto al tiempo. Esta constante
es afectada por la concentracion de sustrato, y su efecto se describe con el modelo de Monod,
el cual es una simplificacion del crecimiento celular para la descripcién de modelos cinéticos
de fermentacién, en la cual la concentraciéon de componentes inhibidores es baja. En la
ecuacion de Monod (Ecuacion , Cs representa la concentracion del sustrato limitante en
el medio y Kg es la constante de afinidad al sustrato. El valor de esta constante es igual a
la concentracién del sustrato cuando la tasa de crecimiento es la mitad del valor maximo
(timaz), que se alcanza cuando la concentraciéon celular se encuentra en un valor maximo
constante, y ya no es afectado por incrementos en la concentracion del sustrato, como se
observa en la Figura |8 (Lee, 2001).

Hmaz CS
_ 5
Ks 1 Cs (5)
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Figura 8: Dependencia de la tasa especifica de crecimiento en la concentracion del sustrato

limitante
(Lee, 2001)

A partir de la ecuacion de la velocidad de crecimiento celular y el modelo de Monod puede
obtenerse la expresiéon para la velocidad de consumo de sustrato. Esta expresién se obtiene
a partir del producto del inverso negativo del rendimiento de crecimiento de biomasa (Yxg)
respecto al consumo de sustrato por la velocidad de crecimiento celular, como se expresa en
la Ecuacion [6] Esto es posible pues se sabe que la velocidad neta de la reaccion se puede
relacionar con las velocidades de las especies intervinientes de la reaccion a través de valores
constantes (Torres, 1996; Castaneda, 2019).

rg=——— TN = — (6)

Por otro lado, la cinética de formaciéon de producto puede describirse con base en la
ecuacion de Leudeking-Piret (Ecuacion m), que relaciona la generaciéon del producto con el
crecimiento celular. Esta ecuacion describe los parametros « y 5, que representan los coefi-
cientes de formacién de producto asociado y no asociado al crecimiento, respectivamente.
El pardmetro o representa, ademas, el rendimiento de formaciéon de producto respecto a la
formacion de biomasa (Ypx). La formacion asociada al crecimiento se da mientras ocurre
el crecimiento celular, principalmente durante la fase exponencial en la cual se maximiza
la reproduccion celular. Por el contrario, la formaciéon no asociada ocurre de forma inde-
pendiente a dicho crecimiento, tnicamente por la disponibilidad de sustratos en el medio
fermentativo, y ocurre en su mayoria durante la fase estacionaria del crecimiento del mi-
croorganismo. En B. subtilis, la formacion de PHA ocurre tanto de manera asociada en
condiciones balanceadas de nutrientes como no asociada al crecimiento por la limitacién de
nutrientes como nitrégeno, fésforo, magnesio u oxigeno y exceso de carbono durante la fase
estacionaria (Garnier y Gaillet, 2015; Mounira, et al., 2017; Mohapatra, et al., 2017).
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rp =ary + BCy = Cy (ap + B) (7)

El modelo de sistemas estaticos y dinamicos puede analizarse y llevarse a cabo a través
de software que resuelvan ecuaciones diferenciales, entre los que destaca Berkeley Madonna.
Desarrollado por Robert Macey y George Oster en la Universidad de California en Berke-
ley, este software permite el modelamiento de sistemas estaticos y dinamicos complejos a
través de la solucion de ecuaciones diferenciales. Permite ademas el ajuste cinético de datos
experimentales a modelos tedricos que representen sistemas dinamicos biolégicos, como las
fermentaciones. Esta disefiado para operar a través de tres métodos de integracién: método
de Euler, Runge-Kutta 2 y Runge-Kutta 4, siendo este tltimo el método més comin. A
partir de la programacion de las expresiones de las velocidades de crecimiento celular, con-
sumo de sustrato limitante y formaciéon de producto y los datos experimentales, es posible la
estimacién de los parametros constantes del modelo escogido para la fermentacion realizada
a las condiciones determinadas (Shiflet y Shiflet, 2006; Ballesteros, et al., 2014).

H. Reactor tipo SRT

Los bioreactores son dispositivos en los cuales se llevan a cabo transformaciones bio-
quimicas mediante reacciones biologicas de enzimas o células de microorganismos para la
transformacién de materia orgénica en productos de interés. En estos es posible el control y
manipulaciéon de distintas condiciones de fermentacién con las cuales se optimiza la conver-
sién, segin el tipo de reactor utilizado. Existen tres grandes tipos: tanque agitado o batch
(STR por sus siglas en inglés), tanque agitado continuo (CSTR) y reactor de flujo piston
(PFR), siendo el primero el més utilizado (Levenspiel, 1999; Lee, 2001).

En un reactor STR (Figura E[) los reactivos son agregados al contenedor en donde son
mezclados hasta alcanzar un estado homogéneo, para luego permitir que reaccionen por un
tiempo. En el caso de una fermentacion microbiana, se agrega al reactor el medio de cultivo
estéril con los sustratos fermentables y el microorganismo a utilizar para llevar a cabo la
transformacion. Esta operacion se da en estado estacionario, pues mientras se desarrolla
la reaccién, no hay entradas o salidas al sistema, y las variables como la densidad celular,
concentraciéon de sustrato y la de producto cambian con el tiempo. No obstante, en cualquier
instante, la composicion a lo largo del reactor es uniforme (Levenspiel, 1999; Lee, 2001).

Los reactores tipo STR son utilizados para una amplia variedad de células, tanto de
microorganismos, como animales y vegetales. En estos es posible mantener el control de la
velocidad de agitacién para permitir una suspension adecuada de las células en el medio, asf
como una mejor oxigenacién y transferencia de masa y calor. También pueden monitorearse
condiciones como la aireacion y pH a lo largo de la fermentacion. Usualmente son fabricados
de acero inoxidable debido a la inocuidad del material, necesaria para este tipo de reacciones.
Cuentan con un sistema de control de temperatura, que puede ser desde el uso de resistencias
hasta la implementaciéon de una chaqueta en su exterior para la transferencia de calor.
Ademas, suelen contar con deflectores internos que permiten la homogeneizacion del medio
a partir de la formacion de turbulencia en el flujo generado por el agitador (Lee, 2001).
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Figura 9: Esquema de un reactor agitado (STR)
(Lee, 2001)

I. Analisis quimico

La caracterizaciéon de los productos de una fermentacién mediante analisis quimico es
indispensable para determinar la efectividad de la operacion, asi como monitorear su compor-
tamiento y detectar posibles faltas cometidas durante los procesos experimentales. Aunque
existen multiples técnicas de anélisis de muestras, resaltan la cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) y la espectroscopia infrarroja (IR) que se describen a continuacion:

1. Cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC por sus siglas en inglés) es una técnica
de separacion de los componentes de una mezcla en dos fases, una estacionaria y una moévil,
inmiscibles entre si. La separacion se da al hacer pasar una mezcla de compuestos disuelta
en la fase movil a través de la fase estacionaria. La deteccion de los componentes de la
mezcla se basa en las distintas interacciones que los analitos tienen con ambas fases, segtiin
su naturaleza, estructura quimica y masa molecular y, por lo tanto, su eleccién para el tipo
de muestra a analizar es determinante en la efectividad de la técnica. Los compuestos con
mayor afinidad a la fase estacionaria tienden a moverse mas lentamente que los que tienen
menor o ninguna afinidad con dicha fase, y por ende, su tiempo de retencién es mayor. Esto
se cuantifica pues al final de la columna se encuentra un detector que identifica la salida de un
compuesto de la columna, y envia una senal que indica la lectura del mismo. Los resultados
se obtienen en un esquema llamado cromatograma, en el que se describe la intensidad de las
seniales detectadas respecto al tiempo. Las cimas en la grafica corresponden a un compuesto
distinto, pues para una determinada composiciéon de fases, cada compuesto tiene un tiempo
de retencion especifico, y la altura de las mismas indica su magnitud, es decir que, a mayor
altura, mayor es la concentracion del analito en la muestra (Lozano-Sanchez, et al., 2018)
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2. Espectroscopia infrarroja (IR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es un método de absorcion utilizado para analisis cua-
litativos y cuantitativos. Se caracteriza por operar en la region infrarroja del espectro elec-
tromagnético, en la cual la luz presenta mayor longitud de onda pero menor frecuencia que
la luz visible. En esta regién, la radiaciéon altera los estados de vibracién y rotacion de los
enlaces covalentes de las moléculas organicas. Unicamente las moléculas que sufren de un
cambio en su momento dipolo en varios estados de vibracién y rotaciéon pueden ser identifi-
cados por esta técnica. Estas vibraciones pueden ser por torsién, es decir por un cambio en el
angulo del enlace, o por tensioén, que se refiere al cambio de la distancia entre los dos 4tomos
que lo conforman. Debido a que cada tipo de enlace absorbe a distintas frecuencias en la
region de infrarrojo, se obtienen espectros tnicos para cada especie molecular. El espectro IR
que el esquema representativo obtenido de la absorbancia de luz de los distintos enlaces que
conforman la molécula respecto a la frecuencia es una propiedad fisica de cada compuesto, y
puede utilizarse para la identificacién de compuestos en muestras desconocidas. En la Figura
[10] se resumen las absorciones caracteristicas del espectro IR de algunos grupos funcionales
(Tyner & Francis, 2017).

Grupo funcional Absorcién (cm™1) Intensidad Grupo funcional Absorcién (cm~1) Intensidad
Alcano Amina

C-H 2850-2960 Media N—H 3300-3500 Media
Al C-N 1030-1230 Media

queno

=C—H 3020-3100 Media Compuesto carbonilo

c=C 1640-1680 Media c=0 1670-1780 Fuerte
Alquino Aldehido 1730 Fuerte

S s s R e

c=C 2100-2260 Media Amida 1690 Fuerte
Halogenuro de alquilo Acido carboxilico 1710 Fuerte

e 600-800 Fuerte Acido carboxilico

R 500-600 Fuerte 0-H 2500-3100 Fuerte, amplia
Alcohol Nitrilo

O-H 3400-3650 Fuerte, amplia = "

c-0 1050-1150 Fuerte C=N 2210-2260 Media
Areno Nitro

C—H 2030 Débil NO» 1540 Fuerte

Anillo aromético 1660-2000 Débil

1450-1600 Media

Figura 10: Absorciones caracteristicas del espectro IR de grupos funcionales
(Tyner y Francis, 2017)
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capiTuLo VI

Metodologia

La metodologia fue adaptada del protocolo de fermentaciéon desarrollado por Pena-
Jurado, et al., 2019 y del protocolo de extraccion de PHA de Salmiati, et al., 2009. En
el Anexo A se muestran imégenes de algunos de los procedimientos principales descritos a
continuaciéon. Ademas, en el Anexo E se detallan las especificaciones de los reactivos, ma-
teriales y equipos utilizados para la experimentacion. Por dltimo, el analisis de los datos
obtenidos durante el desarrollo de la experimentacion fue realizado en la herramienta Micro-
soft Excel version 2019 y los datos finales para el modelo cinético se determinaron mediante
el Software Berkeley Madonna:

A. Obtenciéon de suero de leche

1. Obtener aproximadamente 50 L de suero de leche de la empresa Lacteos de Oriente
ubicada en Jalapa, Guatemala. Se requieren 15 L de suero de leche crudo y 35 L de
suero de leche cocido.

2. Esterilizar en autoclave el suero de leche a 121°C por 15-20 minutos y enfriar a tem-
peratura ambiente para evitar contaminacion.

3. Centrifugar a velocidad méaxima por 20 minutos y filtrar suero de leche a utilizar para
eliminar restos solidos.

4. Almacenar el suero de leche a 4°C en recipientes esterilizados hasta su uso.
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B.

10.

11.

Evaluacién de propiedades del suero de leche

. Medir pH del suero con un potenciémetro previamente calibrado con soluciones buffer

de pH 4.0y 7.1.

. Determinar contenido de lactosa en muestras de suero de leche mediante cromatografia

liquida de alta resolucion (HPLC) con detector de indice de refraccion utilizando una
columna Hi-plex H (Ver seccién 1.1).

. Determinar el contenido de nitrégeno y fosfatos inicial en el suero de leche a diluciones

de 1:10 y 1:1000, respectivamente, segin el rango de sensibilidad de cada prueba,
mediante el colorimetro de Hach (Ver seccion 1.2)

Preparacion de cepas bacterianas y medios de cultivo

. Cada dos semanas, preparar 50 mL de agar nutritivo y 200 mL de caldo nutritivo segin

indicaciones de los proveedores para el cultivo de la cepa B. subtilis ATCC 6051.

. Esterilizar los medios de cultivo en una autoclave a 121 °C por 15 minutos.

. Dejar enfriar el caldo nutritivo a temperatura ambiente, sellarlo y almacenarlo a 4°C

hasta su uso.

. Permitir que el agar nutritivo alcance una temperatura de aproximadamente 40°C y

bajo mechero, verter en cajas de Petri estériles.

. Dejar que el medio solidifique, sellar las placas y almacenar a 4°C hasta su uso.

. Sembrar el cultivo de B. subtilis de un cultivo primario en cajas de Petri con agar

nutritivo identificadas con el nombre de la bacteria, fecha de inoculacién, tipo de medio
de cultivo y nombre de la investigadora.

Incubar las placas a 30-35°C por 48h en incubadora sin agitacion. Este sera el cultivo
secundario.

. Sacar las placas de la incubadora, sellarlas adecuadamente y almacenarlas a 4°C.

. Repetir la siembra del cultivo secundario de forma mensual para mantener su integri-

dad y evitar mutaciones no deseadas.

Obtener un cultivo semanal a partir del cultivo secundario en cajas de Petri nuevas
con agar nutritivo fresco.

Incubar cada cultivo semanal por 48h a 30-35°C en incubadora sin agitaciéon y almace-
narlo posteriormente a 4°C. De este cultivo semanal se obtendran los cultivos a utilizar
en cada prueba
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D.

10.

Preparaciéon de inéculos de bacterias en caldo nutritivo y
suero de leche

. De las placas con el cultivo semanal, tomar una asada de una colonia de B. subtilis e

inocular en 50 mL de caldo nutritivo previamente esterilizado.

. Incubar por 24 h a 37°C con agitacién a 200 rpm.

. Tomar una alicuota de cultivo y agregarla al suero de leche estéril, crudo o cocido

segun la prueba, a razon de 1:15 (1 mL de in6culo en 14 mL de suero de leche).Este
serd el inoculo primario previo a la fermentacion.

= El tamano del in6culo de suero de leche dependera de la prueba desarrollada.
Para analisis de condiciones a volumen de 80 mL, se requieren en total 100 mL,
mientras que para la fermentacion a 10 L, se requieren 500 mL.

. Incubar a 37°C por 36-48 h a 150 rpm.

. Para cada in6culo preparado semanalmente, obtener una muestra y realizar una dilu-

ci6n 1:1000 con agua estéril para conteo de células vivas en el in6culo por el método
de Neubauer.

. Mezclar voltiimenes iguales, aproximadamente 10 pL, de la muestra diluida con solucién

de azul de tripano en etanol al 6 %.

Colocar 10 pL de la mezcla en la caAmara de Neubauer. Asegurarse que la muestra llena
el espacio entre el portaobjetos y la cAmara, agregando la muestra por un costado y
permitiendo que por capilaridad cubra el 4drea hacia el centro de la cAmara.

. Colocar la camara con la muestra en el microscopio a un aumento de 10X y enfocar

hasta encontrar la cuadricula adecuada para el conteo.

. Realizar el conteo de células viables totales en los 4 cuadrantes laterales, tomando

en cuenta las que se encuentran en el centro del cuadro y sobre los lados superior y
derecho. De ser necesario, utilizar el lente de aumento de 40X.

Obtener el namero total de células en inéculo a partir de la Ecuacion 13 en el Anexo

C.

Determinacion de las condiciones de fermentacion a 80 mL

. Fuente de nitrégeno y tamano del in6culo

a. Ajustar pH del suero de leche crudo y cocido a 7.0 con una solucién de NaOH
1.0 M.

b. En 12 Erlenmeyers de 250 mL con deflectores, agregar suero de leche crudo y
cocido esterilizado para un volumen final de 80 mL segin la prueba a realizar,
como se describe en el Cuadro[den el Anexo B.
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i.

Agregar 0.4 g de la fuente de nitrdégeno a cada sistema de fermentacion, para una
concentracion final de 0.5% (m/v). Se analizan urea y sulfato de amonio como
fuentes de nitrogeno.

Anadir inéculos de 1%, 5% y 10% (v/v) del inéculo primario de B. subtilis en
suero de leche a los distintos Erlenmeyers, segin el Cuadro [9 en el Anexo B.

Incubar a 37°C por 48 h y con agitacién de 200 rpm.

Finalizada la fermentacion, realizar extracciéon y cuantificaciéon de biomasa y PHA
a partir de la metodologia descrita en la seccién H.

Cuantificar el contenido de lactosa en el sobrenadante de cada fermentacién me-
diante HPLC segtin el protocolo descrito en la seccion 1.1

Obtener el rendimiento de generacién de biomasa y producto para cada condiciéon
evaluada, segun las Ecuaciones 16, 17 y 18 en el Anexo C.

Realizar esta prueba en duplicado para cada condicién evaluada.

2. Relacién carbono:nitrégeno

a.
b.

i.

Ajustar pH del suero de leche a 7.0 con una solucién de NaOH 1.0 M

En 12 Erlenmeyers de 250 mL con deflectores, agregar suero de leche crudo y
cocido esterilizado para un volumen final de 80 mL, segin la prueba a realizar,
como se describe en los Cuadros [I0] y [I1] en el Anexo B.

Anadir la cantidad de cada fuente de nitrogeno (urea y sulfato de amonio), para
alcanzar relaciones molares de carbono:nitrogeno de 10:1, 15:1, 20:1 y 40:1, segtin
la concentacion de lactosa en el suero y la relacion molar necesaria (ver Calculo
de muestra 2 en Anexo C), como se describe en los Cuadros |10y [L1] en el Anexo
B.

Anadir 4 mL del in6culo primario de B. subtilis en suero de leche previamente
preparado, para un tamano de in6culo del 5% (v/v) segun lo obtenido en la
seccion anterior.

Incubar a 37°C por 48 h y con agitacién de 200 rpm.

Finalizada la fermentacion, realizar extracciéon y cuantificacion de biomasa y PHA
a partir de la metodologia descrita en la seccién H.

Cuantificar el contenido de lactosa en el sobrenadante de cada fermentacidén me-
diante HPLC segin el protocolo descrito en la seccion I.1.

Obtener el rendimiento de generacién de biomasa y producto para cada condiciéon
evaluada, segtun las Ecuaciones 16, 17 y 18 en el Anexo C.

Realizar esta prueba en duplicado para cada condicién evaluada.

3. Anilisis estadistico de diferencia significativa de medias

a.

Tabular los datos obtenidos de los rendimientos de generaciéon de biomasa respecto
al sustrato Yxg, de producto respecto a la biomasa Ypx, y de producto respecto
al sustrato Ypg, y la concentracion de producto en g/L para cada condicion
evaluada en duplicado.

Utilizar la funcion =PRUEBA.T (matrizl;matriz2;colas;tipo) de Microsoft Excel
para realizar un anélisis estadistico de diferencia significativa de medias como
una prueba t de Student.
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F.

10.

c. Seleccionar como matrizl y matriz2, los valores en duplicado de las muestras para
cada par de conjuntos de datos a comparar.

d. Seleccionar el argumento colas = 2 para un anélisis con una distribucién de dos
colas con mayor exactitud en la determinacién de diferencia de medias.

e. Seleccionar el argumento tipo = 2 para el analisis de dos muestras con varianzas
iguales. Se asumen varianzas iguales para un analisis mas preciso pues el nimero
de datos en las muestras es reducido.

f. Esta funcion utiliza un valor de significancia («) predeterminado de 0.05 y un
valor de diferencia hipotético de 0. Esta es la hipotesis nula, que indica que la
diferencia de medias es igual a cero.

g. Comparar el valor p obtenido, que indica la probabilidad asociada a la prueba t
de Student, con el valor de «. Si valor-p < a= 0.05, rechazar la hipotesis nula
y concluir que si existe una diferencia estadisticamente significativa. Si valor-p
>a= 0.05, no puede rechazarse la hipétesis nula y no puede concluirse de una
diferencia significativa.

h. Realizar este anélisis para los rendimientos obtenidos para cada variable evaluada
en las secciones E.1 y E.2.

Fermentacion de suero de leche en bioreactor a escala 10 L

. Agregar 8 L de suero de leche a un pH entre 7-7.5 previamente ajustado con una

solucion de NaOH 1.0 M en un reactor SRT New Brunswick? M BioFlo®) 115 de
capacidad de 15 L previamente esterilizado.

. Anadir 24.87 g de urea en el suero a 37.88 g/L para una razén molar carbono-nitrogeno

de 15:1, determinada previamente a escala de 80 mL (ver Calculo de muestra 2 en
Anexo C).

. Agregar 500 mL de in6culo de suero de leche a una proporciéon de volumen de in6culo

del 5% (v/v) determinado previamente a escala de 80 mL.

. Establecer temperatura de operaciéon a 37°C y agitacion a 200 rpm e incubar durante

72 horas.

. Obtener muestras de 50 mL cada hora durante las primeras 24 h, y luego cada dos

horas hasta finalizar la reaccion.

. Drenar el resto de la fermentacién en recipientes esterilizados para posterior extraccion

y anélisis.

Realizar la extraccion y cuantificacién de biomasa y PHA de cada muestra a partir de
la metodologia descrita en la secciéon H.

. Cuantificar el contenido de lactosa en el sobrenadante de cada muestra mediante HPLC

segin el protocolo descrito en la seccién 1.1

. Obtener el rendimiento de generacién de biomasa y producto para cada condicién

evaluada, segin las Ecuaciones 16, 17 y 18 en el Anexo C.

Realizar este procedimiento en duplicado.
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G. Determinacion del balance de masa de la fermentacion

1. De la fermentacion en biorreactor a escala de 10 L, tomar una muestra inicial y final

de medio fermentativo de 50 mL.

2. Cuantificar el contenido de lactosa en el sobrenadante de cada muestra mediante HPLC

segin el protocolo descrito en la seccién I.1.

3. Extraer y cuantificar biomasa y producto de cada muestra segin lo descrito en la

seccion H.

4. Cuantificar el contenido de nitrégeno y fosfatos del sobrenadante de la fermentacion

mediante el colorimetro Hach segtin los protocolos descritos en la seccion 1.2.

5. Realizar el balance de masa y materia a partir de los cambios de concentraciones de
carbono, oxigeno, nitréogeno y fésforo consumidos durante el crecimiento celular y la

fermentacion de PHA.

1. Cuantificacion de biomasa

Extraccion y cuantificacién de biomasa y PHA producido

a. Tomar el volumen total del producto de la fermentacion y centrifugar a velocidad

maxima por 15 minutos a 4 °C.

b. Tomar una muestra de 5 mL del sobrenadante para anélisis en HPLC, segin la

secci6n 1.1.

c. Decantar el resto del sobrenadante y resuspender el pellet con agua destilada.

d. Volver a centrifugar a maxima velocidad por 15 min a 4°C para obtener el pellet

lavado.

e. Decantar sobrenadante y resuspender el pellet en 5 mL de agua.

f. Agregar en beakers previamente tarados y secar el pellet por 24 h en horno a

60°C.

g. Pesar la cantidad de células producidas una vez se alcance peso constante.

2. Extracciéon de PHA

a. Agregar volumenes iguales de hipoclorito de sodio 5% y cloroformo a las células

secas.

b. Sellar adecuadamente los recipientes e incubar a 37°C por 3 horas con agitacién

a 300 rpm.

c. Centrifugar suspension a 3000 rpm por 20 minutos. Se forman tres fases luego
de centrifugar: hipoclorito de sodio en la fase superior, restos celulares en la fase

intermedia y cloroformo con extracto en la fase inferior.

d. Extraer con jeringa la fase inferior del centrifugado, cuidando no contaminar con

los restos celulares, y colocar en recipientes previamente tarados.
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€.

Evaporar el solvente hasta obtener el producto sélido. Remover restos en horno
a 60°C por 30 minutos hasta peso constante.

3. Calcular rendimiento de biomasa y de producto en g/L y rendimientos respecto al
consumo de sustrato y crecimiento de biomasa, segiin las Ecuaciones 16, 17 y 18 el
Anexo C.

4. Obtener el producto s6lido y analizar mediante espectroscopia infrarrojo en el espec-
trofotémetro IR Perkin Elmer Frontier.

I. Analisis de muestras

1. Cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC)

a.

La columna por utilizar es Hi-plex H, especifica para azicares y acidos organicos,
cuya fase moévil es agua filtrada con filtros de 0.45 pm.

Preparar una curva de calibracién con lactosa monohidrato a concentraciones de
1ab5% (m/v)

Filtrar las muestras con filtros de 0.22 pm hacia viales de cromatografia y colocar
en el automuestrador.

. Programar secuencia de muestreo en el equipo con el nombre y namero de vial.

El equipo toma e inyecta 20 pL de la muestra, que se bombean a 0.6 mL/min,
durante 21 min a 40 °C.

La fase movil empuja la muestra hacia la columna, donde ocurre la separacion de
compuestos.

Luego se hace pasar la muestra separada por el detector de indice de refracciéon a
40°C, donde se reconocen los compuestos por senales eléctricas que se transforman
en picos en las curvas de cromatogramas.

Obtener los resultados de la cuantificaciéon de las especies requeridas con base en
los resultados de los cromatogramas, en % (p/v) segtn las curvas de calibracion
descritas en el Anexo A.

2. Colorimetro HACH

a.

Nitrogeno
1) Ajustar en el colorimetro HACH el programa 58 para medicion de nitrogeno
total en mg/L en un rango entre 0.0-25.0 mg/L N.
2) Encender el reactor DRB 200 y ajustar a 105 °C.

3) Agregar a los viales con Reactivo de Hidroxido para Nitrogeno Total, un
sobre del Reactivo de Persulfato de Nitrogeno Total.

4) Agregar 2 mL de la muestra a analizar, a una dilucién de 1:100 con agua
destilada.

5) Para el blanco, agregar 2 mL de agua en lugar de la muestra.
6) Agitar vigorosamente durante 15 s para mezclar adecuadamente.
7) Colocar en el reactor y dejar que ocurra la reaccion durante 30 min.
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8) Retirar del reactor y dejar enfriar a temperatura ambiente.

9) Agregar a los viales con digestion un sobre del Reactivo A TN, agitar por
15s y dejar reaccionar durante 3 min.

10) Agregar a los viales con digestion un sobre del Reactivo B TN, agitar por
15s y dejar reaccionar durante 2 min.

11) Agregar 2 mL de cada muestra y el blanco de los viales de digestion hacia
los viales del Reactivo C TN.

12) Cerrar e invertir tubos 10 veces para mezclar, y dejar reaccionar durante 5
min.

13) Colocar el adaptador para viales en el colorimetro programado, limpiar el
vial del blanco y colocar en el equipo.

14) Cubrir el vial con la tapa del instrumento y presionar el botéon ZERO para
ajustar el blanco en 0.0 mg/L N.

15) Colocar cada una de las muestras en el adaptador, cubrir con la tapa y
presionar el boton READ para realizar la lectura.

16) Anotar el valor dado por el equipo y corregir segun el factor de dilucion.
b. Fosfatos
1) Ajustar en el colorimetro HACH el programa 82 para medicion de fosforo
total en mg/L en un rango entre 0.0-3.5 mg/L PO; 3.
2) Encender el reactor DRB 200 y ajustar a 150 °C.

3) Agregar 5.0 mL de la muestra a analizar, a una dilucion de 1:100 con agua
destilada, en un vial de Prueba Total y Acida Hidrolizable.

Agregar un sobre de Reactivo de Persulfato de Potasio al vial con la muestra.
Agitar vigorosamente durante 15 s para mezclar adecuadamente.

)
)
6) Colocar en el reactor y dejar que ocurra la reaccion durante 30 min.
) Retirar del reactor y dejar enfriar a temperatura ambiente.

)

Agregar 2.0 mL de la solucion de hidréxido de sodio 1.54 N al vial. Cerrar y
mezclar.

9) Colocar el adaptador para viales en el colorimetro programado, limpiar el
vial con la muestra y colocar en el equipo.

10) Cubrir el vial con la tapa del instrumento y presionar el boton ZERO para
ajustar en 0.0 mg/L PO, 3.

11) Agregar al vial un sobre del Reactivo de Fosfatos PhosVer 3.

12) Cerrar y mezclar durante 10-15s y dejar que ocurra la reaccion durante 2
min.

13) Colocar cada una de las muestras en el adaptador, cubrir con la tapa y
presionar el botéon READ para realizar la lectura.

14) Anotar el valor dado por el equipo y corregir segun el factor de dilucion.
J. Planteamiento del modelo cinético en Berkeley Madonna(®)

1. El modelo de Monod resulta el mas adecuado para describir el crecimiento celular
de B. subtilis con respecto al consumo de sustrato segin los datos experimentales, a
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las condiciones definidas que mejoran el rendimiento de producto. Ademés, el mode-
lo de Luedeking-Piret describe adecuadamente la formaciéon de producto asociada y
no asociada al crecimiento celular, a modo de ajustar la produccion de PHA en las
condiciones definidas (Ver Ecuaciones 5 y 7 en Marco tedrico).

. En el software Berkeley Madonna(®) version 10.1.2 importar los datos para crecimiento
de biomasa, consumo de sustrato y generacion de producto en g/L generados mediante
el analisis de datos de la fermentacion a escala de 10 L con suero de leche cocido a una
concentracion de lactosa de 37.43 g/L inicial, una relacion molar de carbono:nitrogeno
de 15:1 y un tamano de inoculo de 5% (v/v). Estos valores corresponden a las variables
X, S y P, respectivamente.

. Definir el método de aproximacion Runge-Kutta 4, el tiempo inicial de 0, tiempo final
de 72 y un incremento diferencial de 0.02

METHOD RK4

STARTTIME =0
STOPTIME =72
DT =0.02

. Establecer las expresiones del modelo de Monod modificada para sustrato limitante i
y el modelo de Luedeking-Piret. Definir ademaés las expresiones de las velocidades de
reaccion para biomasa (RX), sustrato (RS) y producto (RP).

v=umax *(S5-10(FsH3-1))
BX=u*X

ES8=-FX{/Tx

EP= ((a*u)+b)*X

didt () =RX

d/dt (3) =R5 + Ka* (" (k*TIME))
d'dt (Fy=RP

. Definir los valores iniciales de biomasa, concentraciéon de sustrato y de producto.

INIT 5=37.423

INIT X=1.124
INIT P =0.0035
=24.33

. Definir las variables descritas en los modelos en valores de 0 para su posterior ajuste.
FEstas son pmax que corresponde a la velocidad maxima de crecimiento, Ks es la
constante de afinidad al sustrato, Yx es el rendimiento de biomasa respecto al sustrato,
Ka es la constante que ajusta el modelo exponencial en la expresion de velocidad de
consumo de sustrato, k es la constante de transformacion, e es la constante de Euler,
a es la constante alfa del modelo de generacién de producto asociado a crecimiento, o
bien el rendimiento de producto respecto al sustrato, y b es la constante de generaciéon
de producto no asociado a crecimiento.
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10.

11.

umax={

Ks=0

Te=0

Ka=-0

=0
e=2.718281828459
=0

b=

Ajustar las variables de umax, Ks y Yx respecto con los valores experimentales de
crecimiento de biomasa X con la funcion Curve Fit. Anotar los datos que devuelve
el software. Estos seran los pardmetros del modelo de Monod y de la expresion de
velocidad de formacién de biomasa.

. Ajustar las variables de Ka y k respecto con los valores experimentales de consumo de

sustrato S con la funcién Curve Fit. Anotar los datos devueltos por el software, que
serén los pardmetros para la expresion de velocidad de consumo de sustrato.

. Ajustar las variables a y b respecto con los valores experimentales de formacion de

producto P con la funciéon Curve Fit. Anotar los datos devueltos por el software, que
seran los parametros para la expresion de velocidad de generacion de producto.

En caso de ser necesario, definir Sliders de las variables analizadas (umax, Ks Yx, Ka,
k, a y b), rangos e incrementos para cada variable evaluada y modificar los valores a
los datos experimentales para un mejor ajuste del modelo.

Determinar las ecuaciones desarrolladas para formacion de biomasa (RX), consumo de
sustrato (RS) y generacion de producto (RP).
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capituLo V|

Resultados

Cuadro 1: Propiedades evaluadas del suero de leche respecto al pH y concentraciones de
lactosa, nitrégeno y fosfatos a utilizar en las fermentaciones por B. subtilis para la
produccién de PHA.

. Concentracion Concentracion Concentraciéon
Tipo de pH

suero (+ 0.01) de lactosa de nitrégeno de fosfatos

) (4+0.01 g/L) (4+0.1000 g/L) (4 0.100 g/L)
Crudo 4.22 54.92 0.087 0.85
Cocido 3.52 46.53 0.083 0.68

Cuadro 2: Identificaciéon de grupos funcionales en la estructura del producto de
fermentacion de suero de leche por B. subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 10 L y razén
molar C:N de 15:1 a partir de las senales caracteristicas del espectro IR para la evaluacion
de la produccién de PHA

Grupos funcionales Intervalo de frecuencias (¢m~1) Transmitancia (%)
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 60-70 y 80-85
Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 65

Hidroxilo: tension C-O 1100-1050 70-75
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Figura 11: Espectro infrarrojo del producto de la fermentacién de suero de leche por B.
subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 10 L y razén molar C:N de 15:1 para la evaluacion de

la produccién de PHA con referencia a los estdndares comerciales.
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Figura 12: Efecto de la proporcion de volumen de inéculo en % v/v y el tipo de suero de

leche en los valores promedio de (A) la concentracion de producto en g/L, (B) el

rendimiento de biomasa respecto al sustrato Yxg, (C) el rendimiento de producto con
respecto a la biomasa, Ypx y (D) el rendimiento de producto con respecto al sustrato Ypg
en la fermentacion de lactosa en suero de leche por B. subtilis para la producciéon de PHA.

Se trabajo a escala de 80 mL por 48 h a pH 7.1, 37°C y 200 rpm, con proporciones de volumen de indéculo
variables entre 1, 5y 10% (v/v) una presion atmosférica de 0.844 atm.
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Figura 13: Efecto de la relacién molar de carbono y nitrogeno y el tipo de suero de leche en
los valores promedio de (A) la concentracion de producto en g/L, (B) el rendimiento de
biomasa respecto al sustrato Yxg, (C) el rendimiento de producto con respecto a la
biomasa, Ypx y (D) el rendimiento de producto con respecto al sustrato Ypg en la
fermentacion de lactosa en suero de leche por B. subtilis para la produccién de PHA.

Se trabajoé a una escala de 80 mL por 48 h a pH 7.1, 37°C y 200 rpm, con una proporciéon de volumen de
inéculo de 5% (v/v) y a presion atmosférica de 0.844 atm.
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1.12 g/L biomasa

el

3.70 g/L biomasa

\4

53:46 /L laclowa y» Fermentacion de

1.01 ¢/L N lactosa por B. subtilis

0.41 g/L PHA

\4

0.50 g/LL HPO4”

24.31 g/L lactosa
0.34 g/L N

0.40 g/L HPO4”

6.56 g/L galactosa
2.50 g/L subproductos’
1.85 g/L CO2™

*Subproductos cuantificados: etanol y acido lactico,

* Indicativo del mantenimiento celular y produccién de subproductos no cuantificados

Figura 14: Balance de masa global de la fermentacion de lactosa en suero de leche por B.
subtilis para la produccion de PHA a escala de 10 L durante 72 h a pH 7.1, 37°C y 200
rpm, con una proporcion de volumen de inéculo de 5% (v/v) y a presiéon atmosférica de

0.844 atm.

Cuadro 3: Rendimientos promedio de formacién de biomasa, producto y subproductos
respecto al consumo de lactosa, Y7, y glucosa Yy en la fermentacion de suero de leche por
B. subtilis para la produccién de PHA

Componente Y. (g/g entradas totales) Y (g/g entradas reales)
Biomasa 0.185 £+ 0.008 0.351 = 0.019
Productos 0.031 £+ 0.003 0.063 £0.007
Subproductos 0.190 £+ 0.076 0.380 £+ 0.153
Mantenimiento celular 0.593 £ 0.077 0.206 £ 0.154

Donde: Y. : Rendimiento usando lactosa como fuente de carbono, Ya: Rendimiento usando glucosa como
fuente de carbono. Los rendimientos respecto al consumo de glucosa se derivaron de los rendimientos respecto
al consumo de lactosa, considerando que un 50 % de la lactosa consumida corresponde a glucosa disponible
en el medio. Los datos fueron obtenidos a escala de 10 L durante 72 h a pH 7.1, 37°C y 200 rpm, con una
proporcién de volumen de indéculo de 5% (v/v) y a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Formula estequiométrica de B. subtilis producto de la fermentacion de suero de leche para
la generacion intracelular de PHA

Clys Hs3016 Ng P (8)

Ecuacién estequiométrica de la reaccion de fermentacion de suero de leche en B. subtilis
utilizando glucosa hidrolizada de lactosa para la produccion intracelular de PHA

11 CGngOG +8 NH3+HPO4_ +39 Oy — 026H53016N8P+40 COq+52 HyO (9)

11 moles C6Hl206
8 moles NH3 e 1 mol
>  Fermentacion de Co 120 NP
Sy 2611530168
1 mol HPO,~ | glucosa hidrolizada de
39 moles O, lactosa por B. subtilis

\4

Y

40 moles CO»
52 moles H,O

A\ 4

Figura 15: Balance de materia con las especies indicativas de la ecuacién estequiométrica
que representa la fermentacion de lactosa en suero de leche por B. subtilis para la
produccién de PHA a escala de 10 L durante 72 h a pH 7.1, 37°C y 200 rpm, con una
proporcion de volumen de inoculo de 5% (v/v) y a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Expresion de la velocidad de formacion de biomasa de B. subtilis

W:X<Kﬁ%:%> (10)

Expresion de la velocidad de consumo de lactosa

max (577’)
—X <uKs+(S—i) )

re = + K 4™ 11
5 Yxs (1)

Expresion de la velocidad de formaciéon de PHA

() e

Donde:
X = Concentracion de células (g/L)
S= Concentracion de sustrato (g/L)

i= Concentracion limitante de sustrato (g/L)
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Cuadro 4: Descripcion de los parametros del modelo cinético obtenidos del ajuste de datos
experimentales por el software Berkeley Madonna para la fermentacion de suero de leche
por B.subtilis para la produccion de PHA a una razon molar C:N 15:1

Parametro cinético Definicion Valor Unidades

Lomas Veloc-idalud méxima de 0.022 =
crecimiento celular

Constante de
K afinidad al sustrato 0.151 g/L

Rendimiento de biomasa
Y 224 bi lact
o respecto al sustrato 0 g biomasa/g lactosa

Constante de ajuste

) -1
de modelo exponencial 0.311 h

i Constante de 0.951 Bl

transformacion

Constante de formaciéon de
«a producto asociada 0.057 g PHA /g biomasa
a crecimiento celular

Constante de formacion
8 de producto no asociada  0.001 h—1
a crecimiento celular

Los datos fueron obtenidos del duplicado de la fermentacién de suero de leche cocido a escala de 10 L
durante 72 h a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, con una proporcién de volumen de in6culo del 5% (v/v) y
una razén molar C:N de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno, a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Figura 16: Ajuste de datos experimentales para la determinacién de parametros de modelo
cinético de la fermentacién de lactosa en suero de leche por B. subtilis para la producciéon
de PHA a una razén molar de carbono:nitrégeno de 15:1 en el software Berkeley

Madonna®).

Los datos fueron obtenidos de la cuantificacién de biomasa, lactosa y PHA en el tiempo durante la fermen-

tacion de suero de leche cocido a razén molar de 15:1, a una escala de 10 L a pH inicial de 7.1, 37°C y 200

rpm. Se utiliz6 urea como fuente de nitrégeno y una proporciéon de volumen de in6culo del 5% (v/v). Se

trabajo a presion atmosférica de 0.844 atm.

Caodigo:

Puntos negros: Datos experimentales de concentracion celular respecto al tiempo
Puntos naranjas: Datos experimentales de concentraciéon de lactosa respecto al tiempo
Puntos azules: Datos experimentales de concentraciéon de PHA respecto al tiempo
Curva verde: Modelo de ajuste de crecimiento celular

Curva naranja: Modelo de ajuste de consumo de sustrato

Curva morada: Modelo de ajuste de formacién de producto

41

Concentracion de lactosa (g/L)



capituLo V11|

Discusién de resultados

Se llevo a cabo la evaluacion de la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) a partir
de la fermentacién de suero de leche por la cepa bacteriana Bacillus subtilis, determinando
si este residuo de la industria lactea es una materia prima tutil para la produccién del
biopolimero. Se analizaron dos tipos de suero, crudo y cocido, que fueron caracterizados en
cuanto a pH y concentraciones de lactosa, nitrégeno y fosfatos, nutrientes relevantes para la
fermentacion (Cuadro . El principal sustrato fermentable en el suero, y el que genera el
estrés metabolico necesario para la formacion de PHA, es la lactosa, cuantificada en 54.92
g/L en el suero crudo y 46.53 g/L en el suero cocido. Ambos valores se encuentran en el
rango previsto para estos tipos de suero, entre 30-50 g/L, y por lo tanto pudieron evaluarse
como fuentes ricas en carbono. Asimismo, se determiné la concentracién de nitrégeno para
ambos tipos de suero, de 0.087 g/L en el suero crudo y 0.083 g/L en el suero cocido. Estos
resultados indicaron la necesidad de agregar al medio una fuente de nitrégeno que favoreciera
el crecimiento del microorganismo y permitiera controlar las condiciones que propician la
formacion del biopolimero (Motta-Correa y Mosquera, 2015; Amaro, et al., 2019).

A partir de las pruebas experimentales pudo determinarse que la lactosa en el suero de
leche es un sustrato que puede utilizarse para la generacién de PHA, comprobado mediante
el anélisis del espectro IR del producto de la fermentacion a escala de 10 L (ver Figura
. Se identificaron en el espectro las seniales correspondientes a los grupos funcionales que
conforman la estructura caracteristica de los PHA, principalmente el polihidroxibutirato, un
tipo de PHA producido en su mayoria por la cepa B. subtilis (Ver Figuras y. Ademas,
dicho espectro se compar6 con estandares comerciales de PHA (Figura, con lo que pudo
confirmarse la formacion del biopolimero. Entre las sefiales identificadas, destacan las vibra-
ciones dadas por la torsion y tension de enlaces C-H de alcanos en los intervalos descritos en
el Cuadro 2] mostrando la formacion de un polimero por la formacion de cadenas de carbono.
Asimismo, se observan las senales correspondientes a la tensién del enlace C=0O del grupo
carbonilo, y la torsion del enlace C-O del hidroxilo, que conforman el enlace éster saturado
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-O-C=0 cercano a una frecuencia de 1750 em ™!, generado por la polimerizacién de un acido
carboxilico y un hidroxilo de los monémeros de hidroxibutirato, mostrando nuevamente la
formacién de un polimero. Estos mismos enlaces y por lo tanto la estructura del producto
pudieron identificarse en todas las pruebas realizadas, cuyos espectros y descripcién se en-
cuentran en las Figuras y [20] y sus respectivos cuadros en el Anexo A (Gonzélez,
2008; Molina, 2016).

Se observan en la Figura [IT] ciertas variaciones de las sefiales caracteristicas del produc-
to respecto a los estdndares comerciales en cuanto a la transmitancia. Dichas variaciones,
principalmente en las senales que corresponden al enlace carbonilo caracteristico del biopo-
limero, pueden deberse a la formaciéon de cadenas de menor tamano o bien, a la acumulacién
de alguno de los intermediarios de la sintesis, que pudo darse por las condiciones del medio
y el tiempo de fermentacién, al no permitir la formaciéon adecuada de cadenas largas del
polimero o bien, al provocar su degradacion. Asimismo, la presencia de impurezas y residuos
del medio fermentativo también pudieron generar el fenémeno observado en los espectros
IR, pues el producto extraido no se encontraba completamente puro, debido al proceso de
separacion. No obstante, a pesar de los fenémenos observados, que seran discutidos mas ade-
lante, es posible mostrar que se formo el producto esperado del presente trabajo (Gonzalez,
2008; Molina, 2016).

Determinando que el suero de leche es un sustrato del cual pueden producirse PHA,
se evaluaron las siguientes condiciones relacionadas a los rendimientos de la fermentacion:
el efecto de la proporcion de volumen de indculo de la bacteria, la fuente de nitrogeno
disponible para su uso y la razéon molar de carbono:nitrégeno que propicie esta formacion,
que se da en condiciones de estrés metabolico ante un exceso de carbono y deficiencia de
otros nutrientes, como nitrégeno. Se buscé mantener las condiciones fisicas para todas las
fermentaciones, definidas por el estudio previo realizado por Pena-Jurado y colegas (2019)
con los siguientes valores: temperatura de 37°C, pH de 7.0- 7.5 y agitacion a 200 rpm, en
condiciones de oxigeno limitado en recipientes sellados sin flujo de oxigeno durante 48 h a
la presion atmosférica de la Ciudad de Guatemala de 0.844 atm.

En la primera parte se llevé a cabo la evaluaciéon del efecto del tipo de suero, proporcion
de volumen de inéculo, fuente de nitrégeno y relacién carbono:nitréogeno que mejoran la
produccion de PHA (Figuras [12]y [13]). Se evaluaron estas variables debido a que su efecto
es determinante en este tipo de fermentacion. En cuanto al tipo de suero de leche, se evalud
suero crudo y suero cocido. El suero crudo se genera después de la precipitacion de la caseina
de la leche durante la produccién de quesos y se caracteriza por tener un contenido proteico
de alrededor del 1-3% (m/v). Por otro lado, el suero cocido contiene menos del 1% (m/v),
pues pasa por un proceso posterior de precipitacién de proteinas como las lactoalbiminas y
lactoglobulinas, durante la produccion de otros derivados. Aunque el contenido de lactosa en
ambos tipos de suero es similar, entre 3-5% (m/v), la presencia de proteinas solubles puede
generar una diferencia en los resultados de la fermentacion (Motta-Correa y Mosquera, 2015).

Inicialmente, debido al proceso de esterilizaciéon al cual se somete el suero de leche,
que suele darse mediante incrementos de temperatura hasta los 121°C en una autoclave,
se genera una precipitaciéon no deseada de proteinas, que pueden provocar el impedimento
del crecimiento de la bacteria pues se reduce la probabilidad de contacto con el sustrato.
Ademas, este contenido de proteinas altera la composiciéon del medio, principalmente por
los niveles de nitrégeno disponibles, por lo que se reduce la diferencia con el contenido de
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carbono necesario para generar el estrés metabolico en el cual se producen los PHA. Se
determiné para ambas pruebas (Figuras|12|y un mayor crecimiento de biomasa (Yxs) y
una mayor generacion del producto (Yps), ambos respecto al consumo de lactosa de suero
cocido, evidenciando su efecto en la disponibilidad de sustratos en el medio (Motta-Correa
y Mosquera, 2015; Amaro, et al., 2019).

Por otro lado, se evalué la fuente de nitrogeno empleada debido a que, por su naturaleza,
puede tener un efecto distinto en los rendimientos de la fermentacién. Ademés de ser un
sustrato indispensable para el crecimiento de las bacterias debido al requerimiento de este
elemento para la sintesis de proteinas y otros compuestos nitrogenados, es también un factor
influyente en la sintesis de PHA, sobre todo para cepas del género Bacillus. Una limitacion
de nitrégeno en el medio, aunado a un exceso de carbono, es decir de fuente de energia,
genera una limitacién en la duplicacién del niimero de bacterias y conduce a la acumulacién
del carbono en compartimentos intracelulares llamados cuerpos de inclusiéon, en la forma
de polimeros como los PHA. Por tanto, se evaluaron la urea y el sulfato de amonio, como
fuentes de nitrégeno organico e inorganico, respectivamente, pues en estudios previos como
el de Pena-Jurado y colegas (2019), se demostré que generan un estrés metabolico adecuado
para la produccién del biopolimero. Ambos son sustratos metabolizables por B. subtilis y
contienen la misma cantidad de nitréogeno en moles, por lo que son materias comparables
(Chali, et al., 2012; Pena-Jurado, et al., 2019).

Se observé que en la mayor parte de las pruebas realizadas a escala de 80 mL (Figuras
y la urea demostrd mejores resultados en cuanto a crecimiento de biomasa y generacion
de producto, en comparaciéon con el sulfato de amonio. Esto se debe a que la urea, por su
naturaleza orgénica y por ser una molécula polar sin carga, es asimilada de mejor manera
por la bacteria, pues se difunde a través de la membrana con mayor facilidad que el sulfato
de amonio, mediante transportadores transmembranales. La urea es entonces metabolizada
en la bacteria por una enzima ureasa, que a través de hidroélisis genera dos moléculas de
amonfaco disponibles para el consumo su consumo. Por el contrario, el sulfato de amonio es
una sal i6nica que al entrar en contacto con el medio se disocia en iones amonio y sulfato,
cuya asimilacién por la célula a través de la membrana es més complicada por el diferencial
de cargas generado. Ademas, su disociacién también puede alterar los niveles de pH en el
medio, y usualmente genera la precipitaciéon de proteinas debido a que provoca un cambio
en las fuerzas i6nicas de la solucion de fermentacion. Dado que el suero contiene proteinas
solubles como la albtmina y globulinas, como se menciona anteriormente, el sulfato de
amonio puede provocar su precipitacion no deseada, y por lo tanto ser un factor influyente
en la fermentacion (Chai, et al., 2012; Pang, et al., 2019; Pena-Jurado, et al., 2019).

Se evalu6 inicialmente la proporcion del volumen de in6culo agregado al medio fermen-
tativo, junto a las dos variables previamente mencionadas: el tipo de suero y la fuente de
nitrégeno, y los resultados se observan en la Figura Se analizaron la concentraciéon de
PHA en g/L, y los rendimientos globales de generacion de biomasa y formacién de pro-
ducto respecto al consumo de lactosa (Yxs y Yps, respectivamente), asi como la generacion
de producto con respecto a la formacion de biomasa (Ypx), para proporciones de 1, 5y
10 %(v/v) de indculo. Esta propiedad fue evaluada pues en las fermentaciones de formacion
de biopolimeros de tipo PHA a partir de sustratos con altas concentraciones de carbono,
es indispensable mantener un crecimiento celular adecuado y limitado que permita la acu-
mulacién del producto deseado. Es decir, el sistema biolégico a emplear debe ser capaz de
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adaptarse adecuadamente al medio y crecer a una tasa determinada que favorezca el produc-
to, sin verse afectada su viabilidad y por lo tanto efectividad. Las proporciones de in6culo
evaluadas son utilizadas con frecuencia para distintos procesos fermentativos, y por lo tanto
es necesario seleccionar la que mejore los resultados en el sistema evaluado (Pena-Jurado,et

al., 2019).

Para estandarizar los in6culos y que pudieran ser comparables en todas las pruebas, se
realizaron los conteos celulares por el método de Neubauer para la determinaciéon de células
viables. Fueron evaluados los in6culos iniciales en caldo nutritivo y las primeras adaptaciones
realizadas en ambos tipos de suero, crudo y cocido (Cuadros y en Anexo B). En todos
los casos se mantuvo un conteo de células viables en la magnitud de 107, lo cual indica no
solo una densidad de células viables adecuada para llevar a cabo las fermentaciones, sino
también permite la comparacién de las proporciones de volumen de in6culo a evaluar a partir
de resultados precisos (Sharma y Bajaj, 2015).

Se observa que para los parametros mencionados, tanto en el caso del suero de leche
crudo como cocido y para ambas fuentes de nitrégeno, se obtuvieron los mejores resultados
de rendimiento de biomasa y producto utilizando un inéculo del 5% (v/v) (Figura[L2). La
obtenciéon de un mayor crecimiento celular y formacién de producto a esta proporcion de
volumen de in6culo se debe a que posee la viabilidad adecuada que favorece el consumo de
sustratos y por lo tanto el crecimiento celular, sin verse alterado por algiin impedimento en
el medio. Un inéculo del 1% (v/v) puede resultar como una densidad de células baja con
respecto al volumen total de la fermentacion, llevando a cabo un crecimiento lento y por
lo tanto afectando la efectividad de la operaciéon. Asimismo, debido a que se trabaja con
un exceso del sustrato, en este caso lactosa, las enzimas que lo asimilan no son sintetizadas
inmediatamente y puede darse una inhibicién del crecimiento por el sustrato. Por el con-
trario, al utilizar un indculo del 10% (v/v) de la bacteria, ademas de implicar un mayor
consumo de materiales y energia previo a la fermentacién como tal, su efecto puede llegar a
ser contraproducente pues es posible que inhiba el crecimiento. Esto se da pues las células
compiten por los sustratos limitados para generar el estrés metaboélico necesario, principal-
mente nitrogeno y oxigeno, por lo que se reduce su disponibilidad (Sharma y Bajaj, 2015;
Pena-Jurado,et al., 2019).

A continuacion, se evalud la variacion de la fuente de nitrogeno y el tipo de suero a
utilizar, con respecto a la relacién molar de carbono:nitrégeno en el medio, utilizando un
inoculo del 5% (v/v) segtin lo determinado previamente. Como se menciona, el nitrogeno
es un sustrato indispensable para el crecimiento bacteriano, pero también es un factor de-
terminante en la producciéon de PHA. Se eligieron las razones molares de 10:1, 15:1 y 20:1
con base en lo reportado por Pena-Jurado y colegas (2019), cuya experimentacion y analisis
estadisticos determinaron los mejores resultados a una razén masica de 17.5:1. Realizando
las correcciones para un analisis a nivel molar, debido a que una relacién masica puede no
ser representativa en cuanto al contenido real de carbono y nitrégeno, se obtuvo que las
relaciones molares se encuentran en el rango de 10:1-20:1 y por lo tanto fueron evaluadas.
Bajo este criterio, se busc6é simular una condicién con exceso de nitrégeno en la relaciéon
10:1, un valor intermedio en 15:1 y una limitacién de nitrégeno en 20:1.

Se observo en los resultados (Figura que se obtuvo un mayor rendimiento de la
biomasa y de PHA respecto al consumo de lactosa y una mayor concentraciéon de PHA en
g/L a la razon de C:N de 15:1, en comparaciéon con las relaciones 20:1 y 10:1, tanto para
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el suero crudo como cocido y en ambas fuentes de nitréogeno. Esto muestra que existié una
diferencia entre el contenido de carbono respecto al de nitrégeno en el medio que propicio la
formacion del producto deseado. Las diferencias encontradas en la concentracién de PHA en
g/L y de PHA respecto a la biomasa fueron, en su mayoria, significativamente mayores entre
las relaciones 15:1 y 10:1. Esto demuestra que fue posible alcanzar la condiciéon de exceso
de nitrégeno en la cual se reduce la acumulaciéon del biopolimero con la relacién molar de
10:1, y, por lo tanto, es la que menos favorece su produccién. No obstante, no fue posible
determinar significativamente una diferencia entre los rendimientos a las relaciones 15:1 y
20:1, y por ende no puede concluirse cudl es la condiciéon que favorece més el crecimiento.
Es posible que la sensibilidad de la formaciéon de producto a la relacién C:N en el sistema
evaluado sea baja, y se requiere de un rango més amplio para la determinacién precisa de
su efecto en los rendimientos de produccion del biopolimero (Cui, et al., 2017; Mohapatra,
et al., 2017; Pena-Jurado, et al., 2019).

Se observa ademas en la Figura[I3|que los rendimientos de produccion de PHA en relacion
con la biomasa (Ypx), se mantienen mas o menos constantes, con valores cercanos 0.100 g
PHA /g biomasa para el suero cocido y utilizando urea como fuente de nitrogeno, y siendo
ligeramente mayor para la relaciéon 15:1 en el suero crudo. Por otro lado, el rendimiento
de biomasa respecto al sustrato (Yxs) en el suero cocido y utilizando urea fue mayor a la
razén de 15:1, con un valor de 0.446 g biomasa/ g lactosa, seguido de la razon 20:1 y la
razon 10:1. Esto provoca que el rendimiento de PHA respecto al consumo de lactosa (Yps)
sea mayor para la razéon 15:1, de 0.045 g PHA /g lactosa. Se ha reportado en otros estudios
que un exceso de nitrogeno a razéon C:N de 5:1 provoca un mayor crecimiento celular a una
produccion de PHA constante, por lo que se reduce el rendimiento de producto respecto a
biomasa, como se esperaba evidenciar en la razén 10:1 estudiada. Por otro lado, ante razones
molares C:N entre 20-35, se ha comprobado un mejoramiento en la produccion de PHA a
un crecimiento de biomasa limitado, dado por el contenido también limitado de nitrégeno,
como se esperaba encontrar en las relaciones 15:1 y 20:1. Este fenémeno no se observé en los
resultados, pues la formacién de PHA respecto a la biomasa se mantuvo constante, y por lo
tanto su produccién respecto al consumo de sustrato dependié tnicamente del crecimiento
celular. Aunque pudo generarse la mayor concentraciéon de producto en las relaciones 15:1
y 20:1, no fue posible determinar con exactitud el efecto de la limitacién de nitrégeno en la
capacidad de producciéon del biopolimero, pues no se limité el crecimiento celular (Cui, et
al., 2017; Mohapatra, et al., 2017).

Es recomendable continuar evaluando dicho efecto en un rango mas amplio de relacion
C:N, de 5-50 mol C/mol N por ejemplo, que permitan demostrar como ocurre la formacion
del producto y a qué condiciones es favorecido, sobre todo para determinar la cantidad de
nitrégeno en la cual el crecimiento celular se limite y se favorezca la acumulacion del exceso
de carbono como el biopolimero, con la cual se alcanzan los mayores rendimientos. Esto
ademas permitiria concluir si la relaciéon 15:1 realmente es la més adecuada para el sistema
evaluado o si puede incrementarse atin més el rendimiento. No obstante, no es recomendable
que sean superiores a 50 mol C/mol N, que usualmente se dan en el suero de leche sin la
adicion de una fuente de carbono adicional, debido a que, en estas condiciones, se puede
generar una inhibicién del crecimiento celular dada por la baja disponibilidad de nitrégeno
para la sintesis de proteinas (Cui, et al., 2017; Mohapatra, et al., 2017).
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Como se propuso para esta investigacion, al determinar que es posible la sintesis de PHA
a partir de la fermentacién de lactosa en suero de leche por B. subtilis, y con base en los
resultados previos, se llevo a cabo la fermentacion a una escala de 10 L en el reactor tipo STR
New Brunswick Bioflo 415, manteniendo las condiciones fisicas previamente mencionadas
(T: 37°C, pH: 7.1, agitacion: 200 rpm, oxigeno limitado). Se utilizé suero de leche cocido
con el fin de simular un suero procesado para la fermentacion, al cual se le han retirado
la mayoria de las proteinas que puedan impedir la asimilaciéon del sustrato y por lo tanto
reducir los rendimientos, como se mostré previamente. De este proceso, en el cual ingresa
suero de leche crudo y se obtiene suero cocido por una serie de precipitaciones, se obtiene
como residuo aproximadamente el 65 % de las proteinas en dicha materia, que pueden ser
utilizadas en otros productos, principalmente alimentos como el queso ricotta y suplementos
como la proteina hidrolizada. Al escalar el proceso, el aprovechamiento de este nuevo residuo
corresponde a un modelo de economia circular, y por lo tanto agrega atin mas valor a esta
materia de desecho, ademas del valor que le otorga la formacion del biopolimero (Motta-
Correa y Mosquera, 2015; Amaro, et al., 2019).

Para este proceso a escala de 10 L, se utilizé6 un tamatio de in6culo del 5% (v/v) pues
se mostré que permite un crecimiento celular adecuado para la fermentaciéon. También se
utiliz6 a la urea como principal fuente de nitréogeno, pues ademéas de generar los mejores
rendimientos de producciéon de biomasa y producto entre ambas fuentes de nitrégeno, tam-
bién es un material con un costo menor al del sulfato de amonio y de mayor disponibilidad,
lo cual favoreceria el proceso al incrementar la escala de trabajo. Por ultimo, dado que no
se observo una diferencia significativa entre las relaciones molares C:N de 15:1 y 20:1, se
escogi6 la relacion 15:1 para la evaluacion de la estequiometria y cinética de la fermentacion
al alcanzar una mayor concentracion de PHA de 0.395 g/L.

Se gener6 el balance de masa global y molar de la fermentaciéon de suero de leche por
B. subtilis, analizando las entradas y salidas cuantificables del proceso. El balance de masa
global para este proceso se demuestra en la Figura[l4] en la cual se observan como entradas a
la biomasa inicial de la bacteria, la lactosa del suero de leche, nitrégeno elemental proveniente
de la urea y los fosfatos como fuente de fosforo en el medio. Como producto, se obtienen
a la biomasa bacteriana formada y al PHA, cuantificados de forma separada con el motivo
de evaluar el rendimiento de su formacién respecto al consumo de sustratos. Con este pudo
cuantificarse una concentracion maxima de producto de 0.41 g/L. Por ultimo, se demuestran
las salidas de sustratos no utilizados, es decir el nitrogeno, fosfatos, lactosa y galactosa, uno
de los monosacéridos que conforman la lactosa. Se cuantificaron, ademés, como subproductos
el etanol y 4cido lactico, los principales productos de las fermentaciones alcohélica y lactica,
respectivamente, que ocurren en esta cepa bacteriana bajo las condiciones limitadas de
oxigeno a las cuales se evalud la produccion de PHA. Por tltimo, se indica el mantenimiento
celular, que segun la expresion de la fermentacion se traduce en la produccion de COq,
agua y otros compuestos no cuantificados, dados en la respiracién celular y los procesos
metabolicos secundarios de la bacteria (Chai, et al., 2012; Pena-Jurado, et al., 2019).

A partir de este balance, se determinaron los rendimientos de formacién de biomasa,
productos y subproductos con base en el consumo de sustratos (Cuadro . Se evaluaron
el rendimiento respecto al consumo de lactosa (Y1), el sustrato cuantificado, y respecto al
consumo de glucosa (Y ), determinado como el 50 % del consumo de lactosa, siendo esta su
unica fuente en el suero de leche. La glucosa es el sustrato que realmente esté siendo utilizado
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para la formacién de biomasa y generacién de producto, pues B. subtilis carece del gengalF,
que sintetiza a la enzima GalE, una epimerasa que convierte la galactosa en glucosa para
que sea metabolizada. Por tanto, fue indispensable su evaluacién para determinar cémo se
aprovecha la lactosa en la fermentaciéon, con lo que se determinaron rendimientos 2 veces
mayores a los cuantificados con lactosa. Se observaron rendimientos de produccion de PHA
de 0.031 y 0.063 respecto al consumo de lactosa y glucosa, respectivamente. Este valor es
significativamente menor en comparaciéon con los rendimientos de formaciéon de biomasa
(0.185 g/g lactosa, Ny P y 0.351 g/g glucosa, N, P) y de generacion de subproductos (0.190
g/g lactosa y 0.380 g/g glucosa), lo cual indica que la mayoria del consumo de sustrato no
es aprovechado para la formacion de producto (Shuler, et al., 2017; Castaneda, 2019).

Asimismo, este valor fue significativamente menor a los valores del mantenimiento celu-
lar, de 0.593 y 0.206 respecto al consumo de lactosa y glucosa, respectivamente. En este se
consideran los subproductos generados durante el proceso de respiraciéon celular de la bacte-
ria, dado por las rutas metabodlicas de descomposicién de los carbohidratos, principalmente
dioxido de carbono y agua. También implican la formacién de otros productos de metabolis-
mo secundario no cuantificados. Aunque un alto rendimiento de biomasa es favorable, pues
el contenido de PHA suele ser proporcional a la cantidad de células, es preferible que el
sustrato se dirija a la acumulacién del biopolimero en la célula, més que a su crecimiento y
mantenimiento. Asimismo, se observa que gran parte del sustrato es utilizado para la gene-
racion de subproductos, que ademaés de no ser lo que se busca en esta fermentaciéon, pueden
afectar las condiciones del medio, pues el etanol puede llegar a ser téxico para la bacteria
si se acumula, mientras que la produccién de acido lactico u otros acidos orgénicos pueden
provocar su acidificacién y por lo tanto, alterar el crecimiento bacteriano y las condiciones
de formacion de PHA (Shuler, et al., 2017; Castaneda, 2019).

Se busco bajo este principio la determinacién del balance de materia de la fermentacion,
que, a diferencia del global, involucra tinicamente a las especies que actiian en la formacién
de PHA, considerando a la bacteria como un catalizador de la reaccién y cuantificando
tinicamente su formacién debido al cambio de la concentraciéon de sustratos. A diferencia del
balance de masa global, esta simplificacién permite obtener una ecuaciéon que identifique los
consumos exactos de sustratos y la formaciéon de productos derivada de los mismos a nivel
estequiométrico. Bajo este criterio, como se observa la Figura [I5] se evalué como entradas
a la glucosa como la fuente de carbono, generada de la hidrélisis de lactosa y cuantificada
como el 50 % de su consumo, al amoniaco como fuente de nitrogeno formado a partir de la
hidroélisis de la urea, a los fosfatos como fuente de fésforo y se evalué también el oxigeno,
que aunque se encontraba en cantidades limitadas, es un compuesto fundamental para el
metabolismo celular. A partir de esto, se obtiene como principal producto a la célula de
la bacteria, con una modificacion dada por la acumulacion intracelular de PHA, y como
subproductos del proceso metabolico, al dioxido de carbono y agua (Shuler, et al., 2017,
Castaneda, 2019).

Con base en el balance de materia y los rendimientos de consumo de sustratos res-
pecto al consumo de glucosa, se obtuvo la ecuacién estequiométrica representativa de la
fermentaciéon de suero de leche para la formacion de PHA de forma intracelular en B. sub-
tilis, descrita en la Ecuacion [0 Ademas, a partir de este balance, se obtuvo la férmula
estequiomeétrica de la bacteria utilizada con produccion intracelular de PHA a partir de la
fermentacién de suero de leche a las condiciones determinadas, segin la Ecuacion [8| Esta
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ecuacién, en la forma de CogHs3016NgP, cuya forma simplificada respecto al carbono es
CH3.0800.60No.32FPp.04 difiere de la ecuaciéon estequiométrica promedio de las bacterias, que
suele ser C'Hy.8100.59N0.201Py.023. La diferencia en las formulas se da por la acumulaciéon
esperada de PHA, debido a que, como se mencioné anteriormente, se forman en inclusiones
intracelulares dentro de la bacteria, protegidos por membranas formadas principalmente de
proteinas y lipidos. Esta acumulacion altera la composiciéon general de la bacteria, pues se
encuentra en condiciones de estrés metabdlico, y por lo tanto el comportamiento celular
es anormal. Esto se muestra por un mayor contenido de carbono, hidrégeno y oxigeno, los
principales elementos que componen la estructura de los PHA, asi como niveles mayores
de nitrégeno y fésforo dados por la formacién tanto de las enzimas necesarias para llevar a
cabo la ruta metabolica, como para la formacion de las inclusiones (Lee, 2001; Bajali, 2013;
Shuler, et al., 2017; Castanieda, 2019).

A partir de este modelo elemental y un balance de materia global, es posible determinar
si las condiciones de la fermentacion fueron las adecuadas para llevar a cabo el proceso. Pue-
de observarse que se estan utilizando cantidades en exceso de las entradas, principalmente
de la fuente de carbono, en este caso la lactosa. Como se observa en la Figura[I4] la lactosa
no se aprovecha adecuadamente pues se obtiene en la salida alrededor del 65 % de lo que
ingresa, ademas de la galactosa que no puede ser fermentada. Esto implica que inicamen-
te una fraccion del sustrato fermentable es utilizada realmente. Para reducir su desecho y
aprovechar el alto contenido de carbono, es posible la reutilizaciéon del medio fermentado,
luego de un proceso adecuado de separaciéon de la biomasa y los subproductos. Puesto que
contiene la mayor cantidad del sustrato inicial, pueden evaluarse a esta concentraciéon las
condiciones que generen el estrés metabolico necesario para la formacion de PHA, es decir
que alcancen la relacion C:N que mejore los rendimientos y, por lo tanto, se continia con
la produccion. Asimismo, la galactosa en el medio puede ser tratada por procesos enzimé-
ticos para transformarla a glucosa por la reaccién de la enzima epimerasa, o bien, lo mas
recomendable es modificar a la bacteria para que pueda asimilar en su totalidad el principal
sustrato evaluado (Shuler, et al.)

Por otro lado, también pudo observarse un rendimiento significativamente mayor de
subproductos respecto con el del producto deseado, pues como se menciona anteriormente, el
exceso de glucosa metabolizado a piruvato a través de la ruta de la glucélisis, bajo condiciones
de oxigeno limitado, se dirige hacia otras rutas de metabolismo secundario, entre las que
destacan las fermentaciones alcohdlica y lactica. Esta derivacion del piruvato hacia otras
rutas perjudica los rendimientos de su produccion, pues se reduce la acumulacion de Acetil-
CoA, formado de dicho producto de la glicélisis mediante la enzima piruvato deshidrogenasa,
y que es el principal precursor de la formacion de PHA (Shuler, et al., 2017; Castaneda, 2019).

Es recomendable llevar a cabo un estudio a nivel genémico que determine en qué condi-
ciones se da una mayor expresion de las enzimas involucradas en la sintesis de PHA, para
que prevalezcan sobre las rutas fermentativas mencionadas. Por ejemplo, puede evaluarse la
modificacién de las rutas metabdlicas para silenciar las enzimas que convierten el piruvato en
etanol y acido lactico (alcohol deshidrogenasa y lactato deshidrogenasa, respectivamente).
Ademas, para evitar condiciones andxicas que provocan estas fermentaciones secundarias, y
debido a que en la ecuacién estequiométrica se observa un consumo significativo de oxigeno,
puede evaluarse su aplicaciéon en concentraciones determinadas para que se favorezca un
mayor crecimiento celular, siempre teniendo en cuenta que debe ser limitado para propiciar
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las condiciones en las cuales se genera el biopolimero deseado. Por tltimo, es recomenda-
ble evaluar la modificacién de la cantidad de entradas de nutrientes ingresadas al sistema
fermentativo, principalmente de carbono y nitrégeno, que generan el estrés metabolico ne-
cesario sin agregar un exceso de nutrientes que podria generar pérdidas de materia prima
utilizable, con el fin de incrementar la produccion de PHA. (Shuler, et al., 2017; Castaneda,
2019).

Por ultimo, en esta misma fermentacién a escala de 10 L, se evalud la cinética de la
fermentacion de lactosa en suero de leche para la produccion de PHA, al ser la fuente
de carbono principal en esta materia residual. Con base en los datos experimentales de
consumo de lactosa, consumo de nitrégeno, generaciéon de biomasa y formacién de producto
con respecto al tiempo, se evaluaron las condiciones determinantes para la producciéon del
biopolimero. Como se observa en la Figura [2I]en Anexo A, al evaluar el consumo de lactosa
y nitrégeno, pudo determinarse que el sustrato limitante es la lactosa, pues a partir de las 50
h de fermentacion, este se mantiene constante con respecto al crecimiento celular, mientras
que el nitrégeno no demuestra este comportamiento y contintia siendo consumido durante la
fermentacion. A pesar de que se esperaba que el sustrato limitante fuera el nitrégeno por ser
la condicién que genera el estrés metabolico, se observd la limitacion del crecimiento dada
por el alto contenido de lactosa en el medio, entre 30-50 g/L. No obstante, se determind
que el modelo era representativo para la generacion del producto dado que se comprobé la
formacion de PHA por anélisis quimico.

Bajo este criterio, se evaluaron mediante los datos experimentales y el ajuste con el
software Berkeley Madona las velocidades de generacion de biomasa de B. subtilis (Ec. }
consumo de lactosa como sustrato limitante (Ec. , y generacion de producto (Ec. .
Estos modelos se obtuvieron a partir de los modelos de Monod y de Leudeking-Piret, pues
demostraron un ajuste adecuado a los datos experimentales, indicando que son represen-
tativos del sistema de fermentacion evaluado. Con base en dicho ajuste, se obtuvieron los
parametros cinéticos descritos en el Cuadro [4] Se evaluaron inicialmente los parametros re-
lacionados con el crecimiento celular y consumo de sustrato, es decir pimqz, Ks y Yxg. Se
obtuvo una velocidad maxima de crecimiento con un valor de alrededor de 0.022 h™1, asi
como una constante de afinidad al sustrato de 0.15 g/L de lactosa. Ambas variables son
afines al modelo obtenido del ajuste de los datos experimentales, observado en la curva de
crecimiento celular en la Figura[I6 donde se demuestra una fase de crecimiento exponencial
prolongada, de aproximadamente 50 h, cuando en realidad la fermentaciéon a menor escala
fue posible en 48 h. Esto ademés demuestra que una escala mayor de trabajo implica condi-
ciones de crecimiento no consideradas anteriormente, como la disponibilidad y contacto con
el sustrato, cambios en las condiciones fisicas del medio y el efecto de esfuerzos mecanicos
dados por el tipo de agitacion, que por lo tanto prolongan la fase de crecimiento (Lee, 2001,
Castafieda, 2019, Pena-Jurado, et al., 2019).

Los valores de la afinidad al sustrato y la tasa de crecimiento maxima obtenidos demues-
tran que la cepa de B. subtilis evaluada no asimila adecuadamente a la lactosa, y requiere
de un tiempo prologado de fermentaciéon para alcanzar la fase estacionaria de crecimiento,
donde se esperaba que ocurriera la mayor produccién de PHA. Asimismo, se refleja este
fenémeno en el rendimiento de biomasa, pues aunque es fundamental que gran parte del
sustrato se dirija al producto, también es indispensable que se aprovechen de manera efecti-
va los sustratos para el crecimiento celular, fenémeno que no se observd pues se obtuvo un
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rendimiento de aproximadamente 0.22 g biomasa/g lactosa, un valor similar al obtenido en
los analisis del balance de masa, pero en un tiempo significativamente mayor (Castafieda,
2019, Pena-Jurado, et al., 2019).

Se buscé modelar este fenémeno del consumo de sustrato elevado y por un tiempo pro-
longado, que fue logrado a partir de la modificacién del modelo de Monod para consumo
de sustrato con la adicién de un ajuste exponencial en la velocidad de consumo de lactosa
(Ec. Las variables evaluadas en este ajuste, K 4 y k, representan la constante de ajuste
y de transformacién, respectivamente. Ambos valores fueron negativos, como se demuestra
en el Cuadro [4] lo cual se observa como una concavidad hacia abajo al inicio de la linea de
ajuste al modelo (Figura y en la curva de velocidades de consumo de sustrato (RS) y del
modelo exponencial (RE) respecto al tiempo descrita en la Figura [22] en el Anexo A. Este
tipo de comportamiento en la curva representa el alto consumo de lactosa necesario para
iniciar el crecimiento bacteriano. Como se mencion6 anteriormente, la lactosa es hidrolizada
en monémeros de glucosa y galactosa para que este primero pueda ser consumido por el
microorganismo. Dado que solo es posible el aprovechamiento de la glucosa en el medio,
la hidroélisis de la lactosa debe ser elevada y ocurre en un mayor nivel al inicio de la fer-
mentacién, para alcanzar los requerimientos nutricionales de la bacteria, que le permitan un
crecimiento adecuado. Por lo tanto, se propuso esta modificacion del modelo para predecir
de mejor manera el fenémeno de hidrolisis de lactosa como fuente de carbono fermentable
por la cepa estudiada, con el que ademas se pueden identificar posibles mejoras para su
consumo (Torres, 1996; Lee, 2001, Castaneda, 2019, Penia-Jurado, et al., 2019).

Se evalu6 ademés la velocidad de la formaciéon de PHA con base en el modelo de
Leudeking-Piret, como se demuestra en la Ecuaciéon pues en el caso de las cepas del
género Bacillus, es formado tanto asociado como no asociado al crecimiento celular, por lo
que se evaluaron ambos factores. La constante o que representa la formacion de PHA asocia-
da al crecimiento y que ademas representa el rendimiento de producto respecto la biomasa,
demostr6 un valor de 0.057. En comparacién con los rendimientos alcanzados previamente,
de hasta 0.100 g PHA /g biomasa, este valor puede considerarse bajo debido a que la forma-
cion de PHA ocurrié en su mayoria en la fase estacionaria, y en menor medida asociado al
crecimiento durante la fase exponencial, debido a que no se dan las limitaciones de sustrato
en esta etapa. Por otro lado, en cuanto a la formacion de producto no asociado, se obtuvo
un valor de la constante 8 de 0.001 A~1, un valor que indica una rapida formacién del pro-
ducto cuando esta alcanza la fase estacionaria, como de observa en la curva de generaciéon
de producto en la Figura A pesar de que no se alcanzoé el estrés metabolico necesario
debido a la limitacién de nitrogeno, si se propicié la produccion de PHA durante la fase es-
tacionaria de crecimiento, dado que el carbono se encontraba en exceso, a una concentraciéon
de aproximadamente 24 g/L respecto a la de nitrogeno, de alrededor de 0.34 g/L, y que la
disponibilidad de oxigeno, ya limitado por definicion, fue significativamente menor (Garnier
y Gaillet, 2015; Mounira, et al., 2017; Mohapatra, et al., 2017).

Asi como el balance de masa y elemental permiti6 determinar las posibles mejoras que
se pueden tener en el sistema de fermentacién, el modelo cinético permite no solo que
se propicien las condiciones de fermentacién més adecuadas, sino también puede llegar a
determinar el escalamiento del proceso. Ante los resultados obtenidos, puede decirse que
la fermentacién realizada no es efectiva en el tiempo evaluado, de hasta 72 h, pues la fase
exponencial fue prolongada hasta aproximadamente las 50 h, como se observa en la Figura
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[16] debido a la baja afinidad por el sustrato. Se evaluaron hasta 72 h de fermentacion pues
se esperaba alcanzar la fase estacionaria en un menor tiempo, con lo cual podia alcanzarse
el momento en el que se observara una reduccion en la velocidad de formacion de producto.
Este fenémeno ocurre pues los biopolimeros como los PHA son sintetizados en las células por
el estrés metabolico y se almacenan como suministro de energia, por lo que en situaciones de
nutrientes limitados pueden consumirlos nuevamente. Es indispensable determinar y modelar
cuando esto ocurre, pues se reducen los rendimientos de producto y la fermentacion es menos
eficiente (Chai, et al., 2012; Pena-Jurado, et al., 2019).

Una forma efectiva de mejorar el consumo del sustrato en esta fermentacion, y que podria
reducir los costos de operacion si se busca escalar el proceso, podria ser una modificaciéon de la
cepa de trabajo, a modo que se exprese una mayor cantidad de la enzima §-galactosidasa que
lleva a cabo la reaccién de hidroélisis de la lactosa. Esto permitiria una mayor disponibilidad
del sustrato fermentable, la glucosa, ante el exceso de lactosa existente en el medio. No es
recomendable que se lleve a cabo un proceso previo quimico o enzimatico, pues ademés de
que no se tiene informacién para determinar si es efectivo o no, puede implicar mayores gastos
de tiempo y energia. Otra alternativa, aunque menos efectiva, es llevar a cabo més de una
adaptacion previa al medio, con un incremento gradual de la concentracién de lactosa, que
permita a la bacteria acostumbrarse al sustrato y se consuma de mejor manera. Por tultimo,
otra alternativa mencionada previamente que permita un mejor consumo de sustrato puede
ser la expresion del gen galF que permite la conversiéon de galactosa a glucosa, a modo que
se aproveche el sustrato en el suero de leche en su totalidad (Chai, et al.).

Al modelo cinético también puede incluirse la evaluacién de otros factores que influyen
en la fermentacion, como el pH, temperatura y los fenémenos de transferencia de masa,
por ejemplo, que no se encontraban en el alcance de este trabajo. Su implementacion en
el modelo permitiria una representacion del efecto de los fendémenos fisicos en el sistema
fermentativo, y no solo los relacionados al crecimiento celular, para una descripcién mas
precisa y exacta del proceso (Lee, 2001; Chai, et al., 2012; Pena-Jurado, et al., 2019).

Los resultados obtenidos en este trabajo permitieron un primer acercamiento de la eva-
luacién de suero de leche como materia prima fermentable para la produccion de PHA a
partir de B. subtilis. Aunque permitieron concluir sobre la viabilidad del proceso y las con-
diciones que favorecen el crecimiento, se observo una variabilidad en datos y resultados en
los valores promedio de las pruebas realizadas, principalmente a escala de 80 mL. Esta se
debe en su mayoria a los métodos de cuantificacion, principalmente de PHA. Se llevo a cabo
el procedimiento descrito por Salmiati, et al., (2009), que se bas6 en una digestion celular
por hipoclorito de sodio al 5% y la solubilizaciéon simultanea del biopolimero generado. Sin
embargo, debido a la complejidad del método y a que la digestién puede ser incompleta,
es posible que no se haya dado una cuantificaciéon exacta del producto, generando variacio-
nes en la exactitud de los resultados. Es recomendable que, si se requiere un anélisis més
detallado del sistema de fermentacion empleado, se plantee una metodologia de extraccién
y cuantificacion de la produccién del biopolimero producido por B. subtilis, para obtener
un modelo mas representativo de la operaciéon. Sin embargo, dado que el alcance de este
trabajo era evaluar la produccién de PHA a partir de la fermentacion de suero de leche,
los resultados se consideraron adecuados para llevar a cabo el anélisis de las condiciones
de fermentacion y los modelos elementales y cinéticos previamente discutidos (Chai, et al.,
2012; Pena-Jurado, et al., 2019).
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A partir de lo determinado en este trabajo, es posible evaluar la posibilidad del es-
calamiento del proceso a voltimenes de trabajo mayores, incluso a escala industrial, pues
mediante los modelos elemental y cinético puede dimensionarse el reactor necesario para la
fermentacién y por ende, otros equipos requeridos para una produccién determinada. No
obstante, los factores observados que redujeron los rendimientos de producto al incrementar
la escala a 10 L, nuevamente afectaran el proceso a una dimensién mayor, que podria redu-
cir su efectividad. Entre estos resalta el consumo reducido y prolongado de sustrato, que a
mayor escala implicaria mayores tiempos de fermentacién y por lo tanto costos innecesarios,
asi como una mayor generaciéon de residuos con altas cantidades de materia fermentable.
Asimismo, deben considerarse los factores fisicos mencionados previamente, sobre todo los
fenémenos de transferencia de masa, pues se relacionan directamente con el rendimiento

(Lee, 2001; Chai, et al., 2012).

Se obtuvo una concentracion de PHA méaxima de 0.41 g/L, valor que puede considerarse
bajo respecto a la cantidad de sustrato en el medio, que puede llegar hasta los 50 g/L. Aunque
realizar una evaluacién de las implicaciones econémicas del proceso no era una linea de
investigacion, es probable que, con un rendimiento similar, la productividad no sea adecuada.
Es indispensable continuar con el estudio y mejoramiento de los factores mencionados para
incrementar los rendimientos y modelar el proceso fermentativo adecuadamente, como un
mayor consumo de sustratos, una relaciéon C:N adecuada que genere el estrés metabdlico
necesario y el anélisis de fenémenos fisicos, los resultados de los modelos elemental y cinético
podrian permitir el escalamiento del proceso a una escala industrial (Lee, 2001; Chai, et al.,
2012).

El estudio presentado podria tener una implicacién importante en la industria de los
polimeros, pues a las condiciones de fermentacién adecuadas y con rendimientos altos, me-
jorados a partir de extensos estudios de investigacién, un residuo se revalorizaria en un
material util. A un nivel productivo competitivo, este material podria incluso sustituir a los
plasticos desechables debido a sus caracteristicas. Los biopolimeros presentan la ventaja ante
los polimeros derivados de petroquimicos de ser biodegradables en agua y diéxido de car-
bono, lo que reduciria la acumulacién de plasticos toxicos en los ecosistemas. Asimismo, son
resistentes a las condiciones ambientales como radiacién UV y humedad a la que se exponen
estos tipos de materiales, por lo que son versatiles y pueden aplicarse en, por ejemplo: enva-
ses, pajillas y botellas, entre otros materiales de tinico uso, cuya acumulacion tiene un efecto
menor a los plasticos tradicionales. A pesar de que, a largo plazo, su degradaciéon puede
llegar a impactar al ambiente por la emisiéon de gases de efecto invernadero, principalmente
COs, la ventaja que le da al proceso el reusar una materia que usualmente es desechada
e incluso contaminante en aguas, y convertirla en uno o varios productos de valor por un
modelo de economia circular, implica mejora para problematica ambiental actual y, por lo
tanto, a futuro, su estudio es altamente relevante (Lemos y Cordoba, 2015; Nagalakshmaiah,
et al., 2019).
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capituLo | X

Conclusiones

Se evalu6 la producciéon de polihidroxialcanoatos a partir de la fermentacion de lactosa
en suero de leche por Bacillus subtilis a escala laboratorio, a una concentraciéon maxima
de 0.41 g/L, comprobado mediante la observacion de las senales caracteristicas en el
analisis del espectro IR del producto extraido.

Se evalud la influencia de la relacién molar carbono/nitréogeno en la produccion de
PHA utilizando lactosa en suero de leche cocido como fuente de carbono y urea como
fuente de nitrogeno al alcanzar el mayor rendimiento de 0.045 g PHA /g lactosa con
la relacion 15:1, con diferencias poco significativas con la relacion 20:1 a escala de 80
mL.

Se realizo el balance de masa de la sintesis de PHA para generar modelo elemental del
sistema fermentativo mediante la ecuaciéon estequiométrica caracteristica del sistema
de fermentacion de suero de leche por B. subtilis con lo que se obtuvo rendimientos
de 0.031 g PHA /g lactosa y 0.063 g PHA /g glucosa a escala de 10 L.

Se generd el modelo cinético que representa produccion de PHA en las condiciones
evaluadas a partir de la fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis mediante una
modificaciéon del modelo de Monod para un ajuste exponencial del consumo de lactosa
y del modelo de formacién de PHA de Leudeking-Piret.

Se determiné que el suero de leche subproducto de la industria de lacteos pude ser

utilizado para la sintesis de biopolimeros tipo PHA mediante la fermentacion de B.
subtilis a una relacion molar de C:N de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno.
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cAPITULO X

Recomendaciones

Proponer el uso alternativo de los subproductos de la fermentaciéon de suero de leche
para la produccién de PHA como la proteina, galactosa, etanol y acido lactico.

Evaluar la modificaién genética de B. subtilis para la expresion del gen galE que
permita el aprovechamiento de la galactosa como fuente de carbono para la produccién

de PHA.

Sobreexpresar el operén phbCAB en el genoma de B. subtilis para incrementar la
concentracion de las enzimas encargadas de la sintesis de PHB y el gen yesZ para
una mayor concentraciéon de 5 -galactosidasa que mejore el consumo de lactosa por la
bacteria.

Determinar el efecto de otras condiciones de fermentacién como la temperatura, el pH
y la velocidad de agitacién en el rendimiento de produccién de PHA por B. subtilis.

Evaluar el efecto de los fendémenos de transferencia de masa y calor en el modelo
cinético de la fermentacién de suero de leche por B. subtilis.

Evaluar la implementaciéon de dos o mas adaptaciones previas de B. subtilis para
determinar su efecto en la curva de crecimiento bacteriano y por lo tanto en el tiempo
de fermentaciéon que maximice el crecimiento celular y la formacién del producto.

Proponer una metodologia para la extraccion, cuantificacion y caracterizacion del PHA
producidos por la fermentacion de suero de leche por B. subtilis.

Determinar el efecto de la presencia de subproductos a distintas concentraciones, prin-
cipalmente de etanol y acido orgéanicos, en el rendimiento de produccion de PHA.

Determinar el efecto de llevar a cabo una hidrolisis previa de la lactosa en sus monoé-
meros glucosa y galactosa en el rendimiento de producto en B. subtilis.

Aislar bacterias productoras de PHA del suero de leche no estéril y evaluar su proceso
fermentativo bajo los mismos criterios que fueron utilizados para B. subtilis
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Figura 17:

Espectro infrarrojo del producto de la fermentaciéon de suero de leche por B.
subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL evaluando la influencia de la proporciéon de
volumen de in6culo en la produccion de PHA con urea como fuente de nitrégeno en suero
crudo a (A) 1% (v/v), (C) 5% (v/v) y (E) 10% (v/v) y en suero cocido a (B) 1% (v/v),

(D) 5% (v/v) y (F) 10% (v/v).
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Cuadro 5: Identificaciéon de grupos funcionales en la estructura del producto de
fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL
evaluando la influencia de la proporcién de volumen de inéculo en la produccién de PHA
con urea como fuente de nitrégeno en suero crudo y cocido (Figura |17)).

Prucha Grupos funcionales Intervalo de Transmitancia
frecuencias (cm™1) (%)
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 80-85 y 55
A Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 80
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 60 y 65-70
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 85
B Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 85-90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 70
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 55
C Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 75-80
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 35-40
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 65-75 y 70-75
D Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 90-95
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 90-95 y 70-75
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 70-75 y 80
E Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 80
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 75-80 y 45-50
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 80-85 y 70
F Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 80-85

Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 40

Las pruebas corresponden a la evaluacion de la proporciéon de volimen de in6culo con urea como fuente de
nitrégeno en suero crudo a (A) 1% (v/v), (C) 5% (v/v) y (E) 10% (v/v) y en suero cocido a (B) 1% (v/v),
(D) 5% (v/v) y (F) 10% (v/v).
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Figura 18: Espectro infrarrojo del producto de la fermentacién de suero de leche por B.
subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL evaluando la influencia de la proporciéon de

volumen de inoculo en la produccion de PHA con sulfato de amonio como fuente de

(B)1%(v/v), (D)5%(v/v) y (F)10%(v/v).
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Cuadro 6: Identificaciéon de grupos funcionales en la estructura del producto de
fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL
evaluando la influencia de la proporcién de volumen de inéculo en la produccién de PHA
con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno en suero crudo y cocido (Figura |18).

Prucha Grupos funcionales Intervalo de Transmitancia
frecuencias (cm™1) (%)
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 65-70
A Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 75 y 40-45
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 80-85 y 85
B Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 60
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 55-60
C Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 80
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80 y 40-45
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 65-75 y 80-85
D Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 74
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 60
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 70-75
E Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 70-75 y 55-60
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 65-70 y 60-65
F Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 90-95 y 65-70

Las pruebas corresponden a la evaluacién de la proporciéon de volimen de inéculo con sulfato de amonio
como fuente de nitréogeno en suero crudo a (A) 1% (v/v), (C) 5% (v/v) y (E) 10% (v/v) y en suero cocido

a(B)1% (v/v), (D) 5% (v/v) y (F) 10% (v/v).

62



1004 101
951
951
90{
90 851
uzs m 11473 ﬂ,,
80| 3378700m1 12670801
85{ 1739.83cm-1
et
aneabsamt [’ 751
80{ 2 A Vil
s - uenscm 1288080lnt oo I o 99““2:"5& ;
B Y\ 76665cm1 | © (o)
Ly mh/‘ﬂw/‘/' 60{ 201834em1
(£ 00em- 1555 nmsz 2em-1. 5
704 fas3escm 1 e ) 781.19¢q5 N 55] 407.08cm-1
gt ssiens foaican-
aorz1am 50{
65
orriamy 1t .| Y
'l 1074 96cm-1 e T
60{ m, oot i 40] \‘T‘ U
1078 uemam 35, 1015.3%m-1 s542.83m-1
A o w0 aoo 20 200 1750 10 10 10w 750 4o | P 400 o o0 Z0 w0 10 180 10 100 7% 500 400
cm-1 cm-1
101: 101
100
95] o5/
3981.43m-1
0] %
85 85
< s o n q
::' 3367.39cm-1 80 79.24em1 o Hggwsqni S
75 “mm‘ 1173 55em1 “
7 -
&7 snivarems 5 o it
65 a5
604 N
fonisen 60{ vazrbzamt
55 (s orem| . 1seitomt
sl P
504
45
40. S 5 Lobgasm
38 01420
4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 400 D 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750
CcMmal cm-1

%T

1074 9em 1

1§58

$50.09m-1
E 4 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 400 F 4000 3500 3000 2500 2000 1750 1500 1250 1000 750 500 400
em-1 cm-1

Figura 19: Espectro infrarrojo del producto de la fermentacién de suero de leche por B.

subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL evaluando la influencia de la relacién molar

C:N en la produccion de PHA con urea como fuente de nitrégeno en suero crudo a (A)
10:1, (C) 15:1 y (E) 20:1 y en suero cocido a (B) 10:1 (D) 15:1 y (F) 20:1.
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Cuadro 7: Identificaciéon de grupos funcionales en la estructura del producto de
fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL
evaluando la influencia de la relacion molar C:N en la produccién de PHA con urea como
fuente de nitrégeno en suero crudo y cocido (Figura [19).

Prucha Grupos funcionales Intervalo de Transmitancia
frecuencias (cm™1) (%)
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-85 y 70
A Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 55-60
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 60-70 y 60
B Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 35-40
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 65-75 y 65
C Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 40-45
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 55-65 y 70-75
D Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 75
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 90-95 y 45-50
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 80-85 y 85
E Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 35-40
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 55-65 y 70-75
F Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 80
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 90-95 y 40-45

Las pruebas corresponden a la evaluacion de la relacion molar C:N con urea como fuente de nitrégeno en

suero crudo a (A) 10:1, (C) 15:1 y (E) 20:1 y en suero cocido a (B) 10:1, (D) 15:1 y (F) 20:1.
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Figura 20: Espectro infrarrojo del producto de la fermentacién de suero de leche por B.

subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL evaluando la influencia de la relacién molar
C:N en la produccién de PHA con sulfato de amonio como fuente de nitrégeno en suero
crudo a (A) 10:1, (C) 15:1 y (E) 20:1 y en suero cocido a (B) 10:1 (D) 15:1 y (F) 20:1.
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Cuadro 8: Identificaciéon de grupos funcionales en la estructura del producto de
fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis a 37°C y 200 rpm a escala de 80 mL
evaluando la influencia de la relacion molar C:N en la produccién de PHA con sulfato de

amonio como fuente de nitrégeno en suero crudo y cocido (Figura [20)).

Prucha Grupos funcionales Intervalo de Transmitancia
frecuencias (cm™1) (%)
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 85-90 y 90
A Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 85-90 y 45-50
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 55-65 y 60-65
B Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80-85 y 45-50
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 80-85 y 80
C Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 80 y 45-50
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 65-70 y 75
D Ester saturado: tensién O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 85-90 y 30-40
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 75-80 y 75-80
E Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 90
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 85-90 y 65
Alcano: tension y torsion C-H 2962-2853 y 1430-1340 55-65 y 70
F Ester saturado: tension O-C=0 1750-1700 85
Hidroxilo: tension C-H y tension C-O  3650-3400 y 1100-1050 90 y 30-35

Las pruebas corresponden a la evaluacion de la relacion molar C:N con sulfato de amonio como fuente de
nitrégeno en suero crudo a (A) 10:1, (C) 15:1 y (E) 20:1 y en suero cocido a (B) 10:1, (D) 15:1 y (F) 20:1.
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Figura 21: Curva de consumo de sustratos (lactosa y nitrégeno) y generacion de biomasa y
producto durante la fermentacién de suero de leche cocido por B. subtilis para la
produccion de PHA a una razén molar de carbono/ nitrogeno 15:1 a escala de 10 L, a pH
inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, con urea como fuente de nitrégeno y una proporciéon de
volumen de inoéculo del 5% (v/v), y a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Figura 22: Curva de velocidades de reacciéon de crecimiento celular, consumo de sustrato y
formacién de producto respecto al tiempo de la fermentacién de lactosa en suero de leche
por B. subtilis para la produccion de PHA a una razon molar de carbono/nitrégeno de
15:1. Los datos se obtuvieron a una escala de 10 L a pH inicial de 7.1,37°C y 200 rpm,
utilizando urea como fuente de nitrogeno y una proporcion de volumen de indculo del 5%

(v/v). Se trabajo a presion atmosférica de 0.844 atm.

Cadigo:
Curva negra: Velocidad de crecimiento microbiano de B. subtilis
Curva roja: Velocidad de consumo de lactosa como sustrato
Curva verde: Velocidad del ajuste exponencial del consumo de sustrato

Curva azul: Velocidad de formacion de PHA
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Curva de calibracion Acido Lactico

RetTime Lvl Emount Ares Amt/Area Ref Grp MName
[min] Sig [% (p/v)]
——————— I e R R S IR | S || R
4.z 1 1 1.00000 1.67500e6 5.9701l6e-7 Acido Lactico
2 2.00000 3.43783eb6 5.8B1763e-7
3 3.00000 5.52513ef 5.42974e-7
4 4.00000 7.5556%e6 5.29402e-7
B 5.00000 9.43052e6 5.30193e-7

Curva de calibracion Acido Lactico

Area’ Acido Lactico at exp. RT: 14.072
8EE ] 5 RID1 A, Refractive Index Signal

1 4 Correlation: 0.99962
6E6 Residual Std. Dew.: 191402.55002
4E5—E 3 Formula: y = mx

] m: 1.86366e6
2E6 ] X: Amount[% (p/v)]

D: A y: Area
0 2 4
Amount[% (pA]

Figura 23: Curva de calibracion para la cuantificacion de 4cido lactico mediante HPLC

en% (p/v)

Curva calibracion Etanol

RetTime Lvl Amount Area Amt /Area Ref Grp Name
[min] Sig [ (p/v)]
——————— [—l—=]—rr———ll ol
21.806 1 1 2.00000 1.18289e6 1.69077e-6 Etanol
2 4.00000 2.00571e6 1.99430e-6
3 5.00000 2.48900e6 2.00884e-6

Curva de calibracion etanol

Area ] Etanol at exp. RT: 21.806
E /?3( RID1 A, Refractive Index Signal
EES_E 2 Correlation: 0.99866
1.5E6 1 Residual Std. Dewv.: 124756.67404
1EE~—E + Formula: y = mx
E m: 507414.53333
500000 x: Amount[% (p/v)]
e : Area
+=—F7—— ¥
0 2 4
Amount][% (piv]

Figura 24: Curva de calibracion para la cuantificacion de etanol mediante HPLC en % (p/v)
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Tabla de curva de calibracion lactosa

BetTime Lwl Amcunt Area Aamt/Aarea Ref Grp Name
[min] Sig [¥ (p/v)]
——————— -]\ -/

§.230 1 1 1.00000 2.89355e6 3.45000e-7 Lactosa
el 2.00000 5.66188e6 3.53240e-7
3 3.00000 8.46133e6 3.54554e-7
4 4.00000 1.12305eT 3.56174e-7
5 5.00000 1.41024e7 3.5454%9e-7
Curva de calibracion de lactosa
Araa 3 Lactosa at exp. RT: 9.230
1267 3 RID1 A, Refractiwve Index Signal
17 3 ] Correlation: 0.59393
ace 3 RBesidual Std. Dev.: 47552.88027
GEE 2 Formula: y = mx
466 i m: 2.81891e6
agg 3 x: Amount[% [p/v)]
o= ¥: Area
o 2 4
AMOUnle )]

Figura 25: Curva de calibracion para la cuantificacion de lactosa mediante HPLC en %

(p/v)

FIDT A, Retacive Index Signal [NGQUNZTa21806 0]

14,668

en |
=

Figura 26: Cromatograma de la cuantificacién de lactosa en una muestra de la
fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis.
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Figura 27: Fermentaciones de suero de leche por B. subtilis a 80 mL para evaluacion de
efecto de relacion molar C:N en el rendimiento de PHA durante 48 h a pH 7.1, 37°C y 200
rpm y a presién atmosférica de 0.844 atm.

Figura 28: Reactor New Brunswick Scientific BioFlo 415 del Centro de Procesos
Industriales del Departamento de Ingenieria Quimica utilizado para la fermentaciéon de
suero de leche por B. subtilis a escala de 10L a razén molar C:N de 15:1 a pH inicial de

7.1, 37°C y 200 rpm y a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Figura 29: Muestra de 50 mL tomada de la fermentacion de suero de leche cocido por B.
subtilis a escala de 10L a razén molar C:N de 15:1, a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm y a
presion atmosférica de 0.844 atm.

Figura 30: Determinacion del peso seco de biomasa de B. subtilis producida durante la
fermentacién de suero de leche para la producciéon de PHA en la balanza analitica OHAUS
Pioneer del Laboratorio de Operaciones Unitarias.
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Figura 31: Determinacion del peso seco de PHA producido durante la fermentaciéon de
suero de leche por B. subtilis en la balanza analitica OHAUS Pioneer del Laboratorio de
Operaciones Unitarias.

Figura 32: Espectrofotémetro FT-IR PerkinElmer Frontier del Laboratorio de Analitica
Instrumental Avanzada utilizado para la obtenciéon de los espectros IR de los productos de
la fermentacion de suero de leche por B. subtilis
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Figura 33: Cromatografo de alta resolucion del Laboratorio de Analitica Instrumental
Avanzada utilizado para la cuantificacién de lactosa, etanol y 4cido lactico de las muestras
de la fermentaciéon de suero de leche por B. subtilis

Figura 34: Colorimetro HACH del Centro de Procesos Industriales del Departamento de
Ingenieria Quimica utilizado para la cuantificaciéon de nitrogeno y fosfatos de las muestras
de la fermentacion de suero de leche por B. subtilis
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ANEXO B

Datos originales y calculados

Cuadro 9: Composiciéon de la solucion de fermentacion a volumen final de 80 mL para la
determinacién del efecto de la proporcion de volumen de inéculo en la generacion de PHA
a partir de suero de leche crudo y cocido por B. subtilis evaluando dos fuentes de nitrégeno.

Fuente de Proporciéon de inéculo Volumen Masa de
nitrégeno (% v/v) de suero (mL) fuente de N (g)
1 79.2 0.400
Urea ) 76.0 0.400
10 72.0 0.400
1 79.2 0.400
desiia;?io 5 76.0 0.400
10 72.0 0.400

Cuadro 10: Composicion de la solucion de fermentacion a volumen final de 80 mL para la
determinacion del efecto de la relacién molar C:N en la generaciéon de PHA a partir de
suero de leche crudo por B. subtilis evaluando dos fuentes de nitroégeno.

Fuente de Relacion Volumen Masa de
nitrogeno molar C:N de suero (mL) fuente de N (g)
10:1 76.0 0.4476
Urea 15:1 76.0 0.3434
20:1 76.0 0.2163
10:1 76.0 0.8448
dfzglaszio 15:1 76.0 0.6485
20:1 76.0 0.4782
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Cuadro 11: Composicion de la solucion de fermentacion a volumen final de 80 mL para la
determinacion del efecto de la relacién molar C:N en la generaciéon de PHA a partir de
suero de leche cocido por B. subtilis evaluando dos fuentes de nitrégeno.

Fuente de Relacion Volumen Masa de
nitrogeno molar C:N de suero (mL) fuente de N (g)
10:1 76.0 0.3776
Urea 15:1 76.0 0.2470
20:1 76.0 0.1817
10:1 76.0 0.8307
dfziaszio 15:1 76.0 0.5458
20:1 76.0 0.4015

Cuadro 12: Conteos celulares de in6culos de caldo nutritivo y suero de leche crudo y cocido
para pruebas a escala de 80 mL de la fermentacion de lactosa por B.subtilis mediante el

método de Neubauer.

Conteo celular

Tipo de suero Condicién evaluada Inéculo Numero de células (£ 0.18x107
UFC/mL)
Caldo 32 34 33 35 3.35
Ta.mmano nutritivo - o9 97 9g 28 2.83
de in6culo
36 34 36 37 3.58
Crudo Suero
32 43 39 36 3.75
Caldo 28 28 29 27 2.80
Relaei‘én carbono/ nutritivo 52 9g 96 24 2,63
nitrogeno
27 24 29 24 2.60
Suero
22 21 24 24 2.28
Caldo 29 27 29 28 2.83
Ta'umano nutritivo 28 928 29 97 280
de in6culo
30 32 31 38 3.28
Cocido Suero
26 28 29 27 2.75
Caldo 27 28 26 24 2.63
Rela(n‘(’)n carbono/ nutritivo 51 g6 o9 30 315
nitrogeno
25 28 24 27 2.60
Suero
28 29 31 26 2.85
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Cuadro 13: Conteos celulares de in6culos de caldo nutritivo y suero de leche cocido para
pruebas a escala de 10 L de la fermentacion de lactosa por B.subtilis mediante el método
de Neubauer.

Conteo celular

Corrida Inéculo Numero de células (£ 0.18x107
UFC/mL)
Caldo o0 g/ 41 og 3.20
1 nutritivo
Suero o1 19 99 93 2.08
cocido
Caldo o) 30 o5 36 3.25
2 nutritivo
Suero o1 97 19 99 2.23
cocido

Cuadro 14: Datos originales de la cuantificacién de la concentraciéon de lactosa, nitroégeno y
fosfatos en el suero de leche para fermentaciones por B.subtilis para la produccion de PHA.

Concentracion Concentracion Concentraciéon
Tipo de suero de lactosa de nitrégeno de fosfatos
(£ 0.001 % m/v) (+0.1 mg/L) (& 0.01 mg/L)
Crudo 5.492 8.7 0.85
Cocido 4.653 8.3 0.68
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Cuadro 15: Cuantificacion de lactosa por HPLC y de biomasa y el producto en duplicado
de pruebas a escala de 80 mL para evaluar el efecto de la proporcién de volumen de
in6culo en la fermentacion de lactosa por B. subtilis para produccion de PHA.

Tipo de Fuente de Pro.po‘rcién de Concentracion Masa de Masa de
L in6culo de lactosa biomasa producto
suero  nitrogeno (% v/v) (£ 0.001% m/v) (4+0.0001 g) (& 0.0001 g)

1 5.124 0.1049 0.0110
4.234 0.3473 0.0282
Urea 5 5.103 0.1213 0.0171
3.870 0.4504 0.0466
10 5.180 0.0646 0.0087
Crudo 4.299 0.2527 0.0091
1 5.179 0.0612 0.0055
3.662 0.3084 0.0205
Sulfato de 5 5.153 0.0946 0.0101
amonio 3.445 0.3736 0.0457
10 5.187 0.0714 0.0068
4.314 0.2508 0.0272
1 3.879 0.2809 0.0252
4.265 0.1464 0.0144
Urea 5 3.834 0.3861 0.0425
4.223 0.1664 0.0197
10 3.934 0.3195 0.0296
Cocido 4.287 0.1355 0.0136
1 3.893 0.1856 0.0178
4.223 0.1368 0.0156
Sulfato de 5 3.385 0.2338 0.0249
amonio 4.015 0.1848 0.0190
10 3.244 0.2281 0.0107
4.222 0.1434 0.0058

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
proporciones de volumen de inéculo a 1, 5y 10 %(v/v) y dos fuentes de nitroégeno, sulfato de amonio y
urea, para suero crudo y cocido. Se trabajé a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Cuadro 16: Cuantificacion de lactosa por HPLC y de biomasa y el producto en duplicado
de pruebas a escala de 80 mL para evaluar el efecto la relacion molar de carbono y
nitrégeno en la fermentacion de lactosa por B. subtilis para produccion de PHA.

. Relacion  Concentracion Masa de Masa de
Tipo de Fuente de .
SHero nitrogeno molar de lactosa biomasa producto

C:N  (£0.001% m/v) (& 0.0001 g) (& 0.0001 g)

10:1 4.256 0.2133 0.0225

3.990 0.2242 0.0261

4.170 0.2664 0.0294

Urea 15:1 3.673 0.3117 0.0382

90:1 4.199 0.2398 0.0283

Crudo 3.995 0.2418 0.0294

1011 4.227 0.2108 0.0168

4.314 0.2069 0.0131

Sulfato de 151 4.184 0.2224 0.0276

amonio ' 4.180 0.2306 0.0288

90:1 4.206 0.2166 0.0252

4.279 0.1848 0.0217

1011 4.196 0.1345 0.0156

3.789 0.1813 0.0174

3.925 0.2516 0.0223

Urea 15:1 3.639 0.2799 0.0297

90:1 4.129 0.1660 0.0135

Cocido 3.839 0.2210 0.0204

101 4.306 0.0863 0.0078

3.770 0.1404 0.0086

Sulfato de 151 4.176 0.1062 0.0075

amonio ' 3.190 0.1237 0.0108

901 4.219 0.1162 0.0085

3.894 0.1174 0.0117

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
relaciones molares C:N de 10:1, 15:1 y 20:1 a una proporcion de volumen de inéculo de 5 %(v/v) y dos
fuentes de nitrogeno, sulfato de amonio y urea, para suero crudo y cocido. Se trabajo a presiéon atmosférica

de 0.844 atm.
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Cuadro 17: Cuantificacion de la concentracion de lactosa, peso seco de biomasa y
concentracion de producto en duplicado de pruebas a escala de 80 mL para evaluar el
efecto de la proporcion de volumen de indculo en la fermentacion de lactosa por B. subtilis
para producciéon de PHA.

. Proporciéon de Concentracion Peso seco Concentracion
Tipo de Fuente de . .
suero nitrogeno in6culo de lactosa de biomasa de producto
(% v/v) (£ 0.017 g/L) (£ 0.05g/L) (£ 0.05g/L)

1 51.24 1.31 0.14

42.34 4.34 0.35

51.03 1.52 0.21

Urea g 38.70 5.63 0.58

10 51.80 0.81 0.11

Crudo 42.99 3.16 0.11

1 51.79 0.76 0.07

36.62 3.85 0.26

Sulfato de 5 51.53 1.18 0.13

amonio 34.45 4.67 0.57

10 51.87 0.89 0.08

43.14 3.13 0.34

1 38.79 3.51 0.31

42.65 1.83 0.18

38.34 4.83 0.53

Urea g 42.23 2.08 0.25

10 39.34 3.99 0.37

Cocido 42.87 1.69 0.17

1 38.93 2.32 0.22

42.23 1.71 0.19

Sulfato de 5 33.85 2.92 0.31

amonio 40.15 2.31 0.24

10 32.44 2.85 0.13

42.22 1.79 0.07

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
proporciones de volumen de in6culo a 1, 5 y 10 %(v/v) y dos fuentes de nitrogeno, sulfato de amonio y
urea, para suero crudo y cocido. Se trabajo a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Cuadro 18: Cuantificacion de la concentracion de lactosa, peso seco de biomasa y
concentracion de producto en duplicado de pruebas a escala de 80 mL para evaluar el
efecto de la relacion molar de carbono y nitrégeno en la fermentacion de lactosa por B.
subtilis para produccion de PHA.

. Relacion Concentracion Peso seco Concentraciéon
Tipo de Fuente de .
SHero nitréceno molar de lactosa de biomasa de producto
& C:N (£ 0.01 g/L) (£ 0.05 g/L) (£ 0.05 g/L)

10:1 42.56 2.67 0.28

' 39.90 2.80 0.33

41.70 3.33 0.49

Urea 15:1 36.73 3.90 0.51

90:1 41.99 3.00 0.35

Crudo 39.95 3.02 0.37

10:1 42.27 2.64 0.21

' 43.14 2.59 0.16

Sulfato de 15:1 41.84 2.78 0.35

amonio ' 41.80 2.99 0.36

42.06 2.71 0.31

20:1 42.79 2.31 0.27

1011 41.96 1.68 0.19

' 37.89 3.02 0.29

39.25 3.15 0.29

Urea 1o:1 36.39 1.66 0.50

920:1 41.29 2.07 0.17

Cocido 38.39 3.68 0.34

101 43.06 1.08 0.10

' 37.70 2.34 0.14

Sulfato de 15:1 41.76 1.33 0.09

amonio ' 31.90 2.06 0.18

42.19 1.45 0.11

20:1 38.94 1.96 0.20

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
relaciones molares C:N de 10:1, 15:1 y 20:1 a una proporciéon de volumen de inoculo de 5 %(v/v) y dos
fuentes de nitroégeno, sulfato de amonio y urea, para suero crudo y cocido. Se trabajé a presién atmosférica
de 0.844 atm.
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Cuadro 19: Rendimientos de biomasa con respecto al sustrato (Yxs) y de producto con
respecto a la biomasa (Ypx) y al sustrato (Yps) en duplicado de pruebas a escala de 80 mL
para evaluar el efecto de la proporcién de volumen de inéculo en la fermentacion de lactosa

por B. subtilis para producciéon de PHA.

Tamano de Yxs Ypx Yps
Tipo de Fuente de inbeulo (£ 0.025 (£ 0.025 (£ 0.025
suero nitrégeno (% v/v) g biomasa g PHA g PHA
/g lactosa) /g biomasa) /g lactosa)
1 0.356 0.105 0.037
0.345 0.081 0.028
Urea 5 0.390 0.141 0.055
0.347 0.103 0.036
10 0.259 0.135 0.035
Crudo 0.265 0.036 0.010
1 0.244 0.090 0.022
0.211 0.066 0.014
Sulfato de 5 0.349 0.107 0.037
amonio 0.228 0.122 0.028
10 0.293 0.095 0.028
0.266 0.108 0.029
1 0.454 0.090 0.041
0.472 0.098 0.046
Urea 5 0.589 0.110 0.065
0.484 0.118 0.057
10 0.555 0.093 0.051
Cocido 0.463 0.100 0.046
1 0.305 0.096 0.029
0.398 0.114 0.045
Sulfato de 5 0.230 0.107 0.025
amonio 0.362 0.103 0.037
10 0.202 0.047 0.009
0.416 0.040 0.017

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
proporciones de volumen de inéculo a 1, 5y 10%(v/v) y dos fuentes de nitréogeno, sulfato de amonio y
urea, para suero crudo y cocido. Se trabajé a presion atmosférica de 0.844 atm.
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Cuadro 20: Rendimientos de biomasa con respecto al sustrato (Yxs) y de producto con
respecto a la biomasa (Ypx) y al sustrato (Yps) en duplicado de pruebas a escala de 80 mL
para evaluar el efecto de la relaciéon molar de carbono y nitrégeno en la fermentacion de
lactosa por B. subtilis para producciéon de PHA .

Relacion Yxs Ypx Yps
Tipo de Fuente de molar (£ 0.025 (£ 0.025 (£ 0.025
suero nitrégeno C:N g biomasa g PHA g PHA
) /g lactosa) /g biomasa) /g lactosa)
10:1 0.216 0.105 0.023
0.187 0.116 0.022
0.252 0.148 0.037
Urea 151 0.214 0.132 0.028
201 0.232 0.118 0.027
Crudo 0.202 0.122 0.025
10:1 0.208 0.080 0.017
0.220 0.063 0.014
Sulfato de 15:1 0.213 0.124 0.026
amonio ' 0.220 0.125 0.027
920:1 0.211 0.116 0.024
0.190 0.117 0.022
10:1 0.368 0.116 0.043
0.350 0.096 0.034
0.432 0.093 0.040
Urea 1l 0.460 0.107 0.049
201 0.396 0.081 0.032
Cocido 0.452 0.092 0.042
10:1 0.311 0.090 0.028
0.265 0.061 0.016
Sulfato de 15:1 0.278 0.071 0.020
amonio ’ 0.141 0.087 0.012
201 0.335 0.073 0.024
0.258 0.100 0.026

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
relaciones molares C:N de 10:1, 15:1 y 20:1 a una proporciéon de volumen de inéculo de 5 %(v/v) y dos
fuentes de nitrogeno, sulfato de amonio y urea, para suero crudo y cocido. Se trabajé a presién atmosférica
de 0.844 atm.
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Cuadro 21: Rendimientos promedio de biomasa con respecto al sustrato y de producto con
respecto a la biomasa, al sustrato y concentracion en g/L de pruebas a escala de 80 mL
para evaluar el efecto de la proporcién de volumen de inéculo en la fermentacion de lactosa
por B. subtilis para produccion de PHA.

Tipo de Fuente Tamano Yxs Ypx Yps Concentracion
suero de de in6culo (g biomasa (g PHA / (g PHA/ de producto
nitréogeno (% v/v) /g lactosa) g biomasa) g lactosa) (g PHA/ L)
1 0.351 £ 0.006  0.093 £+ 0.017 0.033 £ 0.007  0.245 £ 0.152
Urea ) 0.368 £ 0.030 0.122 £ 0.027 0.045 £ 0.013  0.398 £ 0.261
Crudo 10 0.262 £ 0.004 0.085 £ 0.070 0.022 £ 0.018  0.111 + 0.004
Sulfato de 1 0.228 £ 0.024 0.078 £ 0.017 0.018 £ 0.006  0.162 £ 0.133
amonio ) 0.288 £ 0.085 0.115 £ 0.011 0.033 £ 0.007  0.349 £ 0.315
10 0.279 £ 0.019 0.102 £+ 0.009 0.028 £ 0.001 0.213 £ 0.180
1 0.463 £ 0.013 0.094 £ 0.006 0.044 £ 0.004  0.247 £ 0.095
Urea 5 0.537 £ 0.075 0.114 £ 0.006 0.061 £ 0.005  0.389 £ 0.202
Cocido 10 0.509 £ 0.066 0.097 £ 0.005 0.049 £ 0.004  0.270 £+ 0.141
Sulfato de 1 0.351 £ 0.065 0.105 £ 0.013 0.037 £ 0.011 0.209 £+ 0.019
amonio ) 0.296 £+ 0.093 0.105 £ 0.003 0.031 £ 0.009  0.274 £ 0.052
10 0.309 £ 0.151 0.044 £ 0.005 0.013 £ 0.005 0.103 + 0.043

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
proporciones de volumen de inéculo a 1, 5y 10%(v/v) y dos fuentes de nitréogeno, sulfato de amonio y
urea, para suero crudo y cocido. Se trabajé a presion atmosférica de 0.844 atm.

Cuadro 22: Rendimientos promedio de biomasa con respecto al sustrato y de producto con
respecto a la biomasa, al sustrato y concentracion en g/L de pruebas a escala de 80 mL
para evaluar la relaciéon molar de carbono y nitrégeno en la fermentacion de lactosa por B.
subtilis para produccion de PHA.

Tipo de Fuente Relacion Yxs Ypx Yps Concentracion
de molar (g biomasa (g PHA / (g PHA/ de producto
suero nitroégeno C:N /g lactosa) g biomasa) g lactosa) (g PHA/ L)
10:1 0.201 + 0.021 0.111 £ 0.008 0.022 = 0.001 0.304 £ 0.032
Urea 15:1 0.233 £ 0.027 0.140 £ 0.011 0.033 £ 0.006  0.504 4 0.087
Crudo 20:1 0.217 + 0.021  0.120 £ 0.003 0.026 + 0.002 0.361 + 0.010
Sulfato de 10:1 0.214 + 0.008 0.072 £ 0.012 0.015 £ 0.002  0.187 4 0.033
Amonio 15:1 0.216 £ 0.005 0.124 + 0.001 0.027 + 0.001  0.353 £ 0.011
20:1 0.200 + 0.014 0.117 £ 0.001 0.023 £ 0.002  0.293 + 0.031
10:1 0.359 + 0.013 0.106 + 0.014 0.038 + 0.006  0.242 + 0.067
Urea 15:1 0.446 + 0.020 0.100 £ 0.010 0.045 £ 0.006 ~ 0.395 4 0.146
Cocido 20:1 0.424 + 0.040 0.087 £+ 0.008 0.037 £ 0.007  0.254 + 0.121
Sulfato de 10:1 0.288 + 0.032 0.076 + 0.021 0.022 £+ 0.008  0.120 £ 0.032
oMo 15:1 0.210 £+ 0.097 0.079 £ 0.012 0.016 £ 0.005  0.137 £+ 0.061
20:1 0.296 + 0.054 0.086 + 0.019 0.025 £+ 0.001  0.151 4 0.063

Los datos fueron obtenidos a escala de 80 mL a pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm. Se evaluaron distintas
relaciones molares C:N de 10:1, 15:1 y 20:1 a una proporcién de volumen de inéculo de 5 %(v/v) y dos
fuentes de nitrogeno, sulfato de amonio y urea, para suero crudo y cocido. Se trabajo a presion atmosférica
de 0.844 atm.
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Cuadro 23: Anélisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias

significativas de medias de las pruebas a escala de 80 mL para evaluar el efecto de la

proporcién de volumen de inéculo en la fermentaciéon de lactosa por B. subtilis para
produccion de PHA con significancia de 0.05.

Yxs Ypx Yps Concentracion
Tipo de Fuente de Comparacion (g biomasa/ (g PHA/ (g PHA/ de producto
suero  nitrégeno  de inéculo g lactosa) g biomasa) g lactosa) (g PHA/L)

Valor p Conclusion Valor p Conclusion Valor p Conclusién Valor p Conclusion

1y5% 0.506 DENS 0.319 DENS 0.353 DENS 0.548 DENS

Urea 5y 10% 0.038 DES 0.557 DENS 0.280 DENS 0.260 DENS

Crudo 1y10% 0.005 DES 0.893 DENS 0.518 DENS 0.340 DENS

Sulfato de 1y5% 0.433 DENS 0.122 DENS 0.140 DENS 0.521 DENS

L 5y 10% 0.896 DENS 0.339 DENS 0.465 DENS 0.648 DENS

amomio Iy10% 0.137 DENS 0.220 DENS 0.122 DENS 0.782 DENS

1y5% 0.302 DENS 0.048 DENS 0.066 DENS 0.465 DENS

Urea 5y10% 0.734 DENS 0.039 DENS 0.117 DENS 0.566 DENS

Cocido ly 10% 0.429 DENS 0.711 DENS 0.290 DENS 0.869 DENS

Sulfato de 1y5% 0.563 DENS 0.976 DENS 0.594 DENS 0.237 DENS

. 5y10% 0.928 DENS 0.004 DES 0.137 DENS 0.070 DENS

amomio Ty10% 0.751 DENS 0.024 DENS 0.112 DENS 0.088 DENS

*DES: diferencia estadisticamente significariva; DENS: diferencia estadisticamente no significativa (no puede concluirse DES)

Cuadro 24: Analisis estadistico por prueba t de Student para determinar diferencias
significativas de medias de las pruebas a escala de 80 mL para evaluar el efecto de la
relacion molar de carbono y nitrégeno en la fermentacién de lactosa por B. subtilis para
produccion de PHA con significancia de 0.05.

Yxs Ypx Yps Concentraciéon

Tipo de Fuente de Comparacion (g biomasa/ (g PHA/ (g PHA/ de producto
suero  nitrégeno  de inéculo g lactosa) g biomasa) g lactosa) (g PHA/L)

Valor p Conclusion Valor p Conclusion Valor p Conclusion Valor p Conclusion

10:1 y 15:1 0.312 DENS 0.049 DES 0.144 DENS 0.015 DES

Urea 15:1 y 20:1 0.571 DES 0.129 DENS 0.282 DENS 0.008 DES

Crudo 10:1 y 20:1 0.530 DEs 0.264 DENS 0.131 DENS 0.137 DENS
Sulfato de 10:1 y 15:1 0.773 DEI\vS 0.023 DES 0.015 DES 0.021 DES

amonio 15:1 y 20:1 0.280 DENS 0.008 DES 0.100 DENS 0.124 DENS

10:1 y 20:1 0.364 DENS 0.031 DES 0.042 DES 0.079 DENS

10:1 y 15:1 0.035 DES 0.266 DENS 0.422 DENS 0.031 DES

Urea 15:1 y 20:1 0.561 DENS 0.287 DENS 0.370 DENS 0.406 DENS

Cocido 10:1 y 20:1 0.158 DEI\:S 0.235 DENS 0.880 DENS 0.915 DENS

Sulfato de 10:1 y 15:1 0.392 DEI\vS 0.869 DENS 0.469 DENS 0.768 DENS

amonio 15:1 y 20:1 0.386 DENS 0.682 DENS 0.134 DENS 0.845 DENS

10:1 y 20:1 0.870 DENS 0.645 DENS 0.673 DENS 0.607 DENS

*DES: diferencia estadisticamente significariva; DENS: diferencia estadisticamente no significativa (no puede concluirse DES)
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Cuadro 25: Mediciones en duplicado de las concentraciones inicial y final de componentes
de la fermentacién de suero de leche por B. subtilis para produccién de PHA.

Concentracion Concentracion

Componente inicial final Unidades
Lactosa g;ég gigg + 0.001 m/v
Nitrogeno 181'2 421; + 0.01 mg/L
Fosfatos i;g éi + 0.01 mg/L
Biomasa 88??2 S}Zgg + 0.001 g células
Producto 8888411 88?32 + 0.001 g PHA
Subproducto 82;2 11'.01473 + 0.001% m/v

Los datos fueron obtenidos de la fermentacién de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razon molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrogeno y a una proporcién de volumen de inoculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.

Cuadro 26: Concentraciones inicial y final en duplicado de componentes de la fermentacion
de suero de leche por B. subtilis para produccién de PHA.

Concentracion Concentracion

Componente inicial final Unidades
Lactosa g;ég ;igg + 0.01 g/L
Nitrogeno (1)213; gig + 0.01 g/L
Fosfatos 82; 83? + 0.01 g/L
Biomasa 11(5) ggz + 0.05 g/L
Producto 888; gggg + 0.050 g/L
Subproductos 2;2 1(1)33 + 0.01 g/L

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 27: inicial y final promedio de componentes de la fermentaciéon de suero de leche por
B. subtilis para la producciéon de PHA y cambio en su concentracién segin el consumo o
formacion durante la reaccion.

Componente Concentracion Concentracion Cambio

inicial (g/L) final (g/L) (A g/L)
Lactosa 37.43 + 0.37 24.31 4+ 0.06 13.12 £ 0.38
Nitrogeno 1.01 4+ 0.20 0.34 £ 0.13 0.68 £ 0.24
Fosfatos 0.50 + 0.02 0.40 £ 0.12 0.10 £ 0.12
Biomasa 1.12 4+ 0.03 3.70 £ 0.05 2.57 £ 0.06
PHA 0.005 4+ 0.004 0.417 4+ 0.041 0.41 £ 0.04
Subproductos 8.57 £ 0.44 11.07 £ 0.90 2.50 £ 1.00

Los datos fueron obtenidos de la fermentacién de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitréogeno y a una proporcion de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.

Cuadro 28: Coeficientes exactos de la formula estequiométrica de B. subtilis producto de la
fermentaciéon de suero de leche para la generacién intracelular de PHA obtenidos de la
ecuacién estequiométrica representativa de la fermentacion.

Coeficiente Valor

a 1.00
b 2.08
c 0.60
d 0.32
e 0.04
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Cuadro 29: Coeficientes exactos de la ecuacién estequiométrica de la fermentacion de suero
de leche en B. subtilis utilizando glucosa hidrolizada de lactosa para la producciéon
intracelular de PHA obtenidos a partir de los rendimientos de consumo de sustratos y
generaciéon de biomasa y productos.

Coeficiente Valor

Y 0.125
Yero,— 0.015
Yo, 0.589
Yxs 0.392
Yeo, 0.608
Yirzo 0.788

Cuadro 30: Medicién de la concentraciéon de nitréogeno en duplicado durante la
fermentacién de suero de leche por B. subtilis para la producciéon de PHA.

Concentracion de nitrégeno (£0.1 mg/L)

Tiempo (h) Corrida 1 Corrida 2
0 8.7 11.5
24 5.8 7.8
48 4.3 5.5
72 2.4 4.3

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.

Cuadro 31: Mediciéon de la concentraciéon de nitrégeno en duplicado y valor promedio
obtenido durante la fermentacién de suero de leche por B. subtilis para la produccién de

PHA.

. Concentraciéon de nitrogeno (+0.10 g/L Concentracion de
Tiempo (h) —=  qa 1 Cgrridaf 2 5/L) nitrégeno (£0.10 g/L)
0 0.87 0.12 1.01 + 0.20
24 0.58 0.78 0.68 £ 0.14
48 0.43 0.55 0.49 + 0.08
72 0.24 0.43 0.34 £ 0.13

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razon molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presioén atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 32: Cuantificacion de lactosa por HPLC y de la masa de biomasa y el producto de
la primera corrida de la fermentacién de suero de leche por B. subtilis para la produccion
de PHA a una razén molar de carbono-nitrogeno de 15:1 en escala de 10 L.

. Concentracion Masa de Masa de
Tiempo .
(h) de lactosa biomasa producto
(£0.001 %m/v) (£0.0001 g) (=£0.0001 g)
0 3.716 0.0550 0.0001
1 3.703 0.0563 0.0001
2 3.822 0.0575 0.0002
3 3.663 0.0619 0.0001
4 3.678 0.0650 0.0002
5 3.603 0.0689 0.0004
6 3.563 0.0745 0.0005
7 3.568 0.0789 0.0003
8 3.467 0.0801 0.0004
9 3.560 0.0858 0.0004
10 3.416 0.0899 0.0005
24 3.436 0.0982 0.0017
26 3.278 0.0982 0.0029
28 3.641 0.0949 0.0033
30 3.589 0.0977 0.0034
32 3.128 0.1022 0.0041
36 2.826 0.1098 0.0046
48 2.731 0.1506 0.0089
50 2.521 0.1694 0.0112
52 2.646 0.1776 0.0131
54 2.456 0.1895 0.0143
56 2.451 0.1883 0.0156
60 2.432 0.1878 0.0183
72 2.435 0.1864 0.0223

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.

89



Cuadro 33: Cuantificacion de lactosa por HPLC y de la masa de biomasa y el producto de
la segunda corrida de la fermentacion de suero de leche por B. subtilis para la producciéon
de PHA a una razén molar de carbono-nitréogeno de 15:1 en escala de 10 L.

. Concentracion Masa de Masa de
Tiempo .
(h) de lactosa biomasa producto
(£0.001 %m/v) (£0.0001 g) (=£0.0001 g)

0 3.769 0.0574 0.0004
2 3.647 0.0600 0.0003
4 3.624 0.0602 0.0041
6 3.477 0.0617 0.0038
8 3.322 0.0631 0.0042
10 3.243 0.0605 0.0052
24 3.050 0.0927 0.0053
27 3.170 0.0978 0.0051
30 2.848 0.0993 0.0051
32 2.487 0.1425 0.0081
48 2.853 0.1571 0.0136
50 2.700 0.1692 0.0173
56 2.502 0.1734 0.0182
72 2.426 0.1832 0.0194

Los datos fueron obtenidos de la fermentacién de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitréogeno y a una proporcion de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 34: Cuantificacién de la concentraciéon de lactosa, peso seco de biomasa y
rendimiento del producto de la primera corrida de la fermentacién de suero de leche por B.
subtilis para la produccion de PHA a una razén molar de carbono-nitrégeno de 15:1 en
escala de 10 L.

Concentracion Peso seco de Concentracion de

Tleﬁl po de lactosa biomasa producto
(h) (£ 0.01 g/L) (£0.05 g/L) (£0.05 g/L)
0 37.16 1.10 0.002
1 37.03 1.13 0.002
2 38.22 1.15 0.004
3 36.63 1.24 0.002
4 36.78 1.30 0.004
5 36.03 1.38 0.008
6 35.63 1.49 0.010
7 35.68 1.58 0.006
8 34.67 1.60 0.008
9 35.60 1.72 0.008
10 34.16 1.80 0.010
24 34.36 1.96 0.034
26 32.78 1.96 0.058
28 36.41 1.90 0.066
30 35.89 1.95 0.068
32 31.28 2.04 0.082
36 28.26 2.20 0.092
48 27.31 3.01 0.178
50 25.21 3.39 0.224
52 26.46 3.55 0.262
54 24.56 3.79 0.286
56 24.51 3.77 0.312
60 24.32 3.76 0.366
72 24.35 3.73 0.446

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razon molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presioén atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 35: Cuantificacién de la concentraciéon de lactosa, peso seco de biomasa y
rendimiento del producto de la segunda corrida de la fermentacion de suero de leche por B.
subtilis para la produccion de PHA a una razén molar de carbono-nitrégeno de 15:1 en
escala de 10 L.

Concentracion Peso seco de Concentracion de

Tleﬁl po de lactosa biomasa producto
(h) (£ 0.01 g/L) (£0.05 g/L) (£0.05 g/L)
0 37.69 1.15 0.008
2 36.47 1.20 0.006
4 36.24 1.20 0.082
6 34.77 1.23 0.076
8 33.22 1.26 0.084
10 32.43 1.21 0.104
24 30.50 1.85 0.106
27 31.70 1.96 0.102
30 28.48 1.99 0.102
32 24.87 2.85 0.162
48 28.53 3.14 0.272
50 27.00 3.38 0.346
56 25.02 3.47 0.364
72 24.26 3.66 0.388

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razén molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcién de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presién atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 36: Cuantificacién de la concentraciéon de lactosa, peso seco de biomasa y
rendimiento del producto como media aritmética del duplicado de la fermentacion de suero
de leche porB. subtilis para la produccién de PHA a una razén molar de carbono-nitrégeno

de 15:1 en escala de 10 L.

. Concentracion de Peso seco Concentracion de
Tiempo

(h) lactosa de biomasa producto
(£ 0.20 g/L) (£0.10 g/L) (40.040 g/L)
0 37.43 1.12 0.005
1 37.03 1.13 0.002
2 37.35 1.17 0.005
3 36.63 1.24 0.002
4 36.51 1.25 0.043
5 36.03 1.38 0.008
6 35.20 1.36 0.043
7 35.68 1.58 0.006
8 33.95 1.43 0.046
9 35.60 1.72 0.008
10 33.30 1.50 0.057
24 32.43 1.91 0.070
26 32.78 1.96 0.058
27 31.70 1.96 0.102
28 32.45 1.94 0.084
30 30.38 2.40 0.115
32 31.28 2.04 0.082
36 28.40 2.67 0.182
48 27.16 3.20 0.262
50 25.21 3.39 0.224
52 26.46 3.55 0.262
54 24.79 3.63 0.325
56 24.51 3.77 0.312
60 24.29 3.71 0.377
72 24.35 3.73 0.446

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razon molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcion de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presion atmosférica de
0.844 atm.
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Cuadro 37: Cuantificacién de la concentraciéon de lactosa, peso seco de biomasa y
rendimiento del producto como media moévil del duplicado de la fermentaciéon de suero de
leche por B. subtilis para la produccion de PHA a una razoén molar de carbono-nitréogeno

de 15:1 en escala de 10 L.

Concentracion de Peso seco Concentracion de

Tle;n po lactosa de biomasa producto
(h) (£ 0.20 g/L) (£0.10 g/L) (40.040 g/L)
0 37.43 1.12 0.005
1 37.23 1.13 0.002
2 37.19 1.15 0.003
3 36.99 1.21 0.017
4 36.57 1.24 0.023
5 36.27 1.32 0.025
6 35.62 1.37 0.026
7 35.44 1.47 0.025
8 34.8 1.5 0.026
9 34.77 1.57 0.027
10 34.45 1.61 0.033
24 32.86 1.91 0.063
26 32.61 1.94 0.064
27 32.24 1.96 0.080
28 32.07 1.95 0.093
30 31.41 2.17 0.099
32 30.83 2.22 0.099
36 29.84 2.36 0.132
48 27.78 2.93 0.222
50 26.18 3.29 0.243
52 25.84 3.47 0.243
54 25.63 3.59 0.293
56 24.6 3.70 0.318
60 24.40 3.74 0.344
72 24.35 3.72 0.412

Los datos fueron obtenidos de la fermentacion de suero cocido con base en los resultados anteriores a una
razon molar de 15:1 utilizando urea como fuente de nitrégeno y a una proporcion de volumen de inéculo de
5% (v/v). Se trabajo a escala de 10 L con pH inicial de 7.1, 37°C y 200 rpm, a presion atmosférica de
0.844 atm.
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ANExo C

Calculos de muestra

A. Ecuaciones

1.

Ecuaciones generales

Concentraciéon de células por el método de Neubauer

N =nxdx*1x10* (13)

Donde:
N = Concentracion de células (células/mL)
n= Numero promedio de células contadas por cuadrante

d— Factor de dilucién

Peso seco de biomasa
(14)

<&

Donde:
X = Concentracion de biomasa (g/L)
z= Peso seco de biomasa (g)

V= Volumen de fermentacion correspondiente al peso seco (L)
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Rendimiento de producto

<l

(15)
Donde:

P = Rendimiento de producto (g/L)

p = Peso seco de producto (g)

V= Volumen de fermentacion correspondiente al peso seco de producto (L)

Rendimiento de biomasa respecto del sustrato

AX
Yxs = As

Donde:

Yxs = Rendimiento de biomasa con respecto al sustrato
AX = Cambio de concentracion de biomasa (g/L)

AS = Cambio de concentracion de sustrato (g/L)

Rendimiento de producto con respecto a la biomasa

AP
& X = << 1
P AX (17)

Donde:
Ypx = Rendimiento de producto con respecto a la biomasa

AP = Cambio de concentracion de producto (g/L)

AX = Cambio de concentracion de biomasa (g/L)

Rendimiento de producto con respecto al sustrato

AP
Yps = 5=

1
S (18)
Donde:

Yps = Rendimiento de producto con respecto al sustrato
AP = Cambio de concentracion de producto (g/L)

AS = Cambio de concentracion de sustrato (g/L)
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Balance de masa simplificado

E=A+S (19)

Donde:
E = Entradas al sistema (g/L)
S = Salidas del sistema (g/L)

A = Acumulacion en el sistema (g/L)

Rendimiento de biomasa y productos con respecto a lactosa

. n
- ASy

Yy,

Donde:
n = Concentracion de productos o biomasa generados (g/L)
ASp= Cambio de concentracion de lactosa™ (g/L)

*En el caso del rendimiento para biomasa, se suman los cambios de concentracion de mitrégeno y fosfatos.

Rendimiento de biomasa y productos respecto con glucosa

n

Yo = 0
¢~ ASq

(21)

Donde:
n = Concentracion de productos o biomasa generados (g/L)
AS¢g = Cambio de concentracion de glucosa™ (g/L)

*En el caso del rendimiento para biomasa, se suman los cambios de concentracion de nitrégeno y fosfatos.

Ecuacién estequiométrica de la fermentacion de glucosa obtenida de lactosa en
suero de leche por B. subtilis para la produccién intracelular de PHA

CHyO+Yny NH3+Yypos— HPO4+Yye Oy — Yxs CoHyO . NyP.+Ycocos COs+Yroo HyO
(22)

Donde:
Yn = Consumo de fuente de nitrogeno/Consumo de fuente de carbono

Yupo,— = Consumo de fuente de fosforo/Consumo de fuente de carbono
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Yo, = Consumo de oxigeno/Consumo de fuente de carbono
Yxs = Formacion de biomasa/Consumo de fuente de carbono
Yco, = Generacion de dioxido de carbono/Consumo de fuente de carbono

Yu,0 = Generacion de agua/ Consumo de fuente de carbono

Coeficiente de respiracion celular

Yco2
Yoo

CR=1.033 =

Donde:
CR= Coeficiente de respiraciéon celular
Yco, = Generacion de dioxido de carbono/Consumo de fuente de carbono

Yo, = Consumo de oxigeno/Consumo de fuente de carbono

Relacion molar oxigeno/hidrogeno en células bacterianas

mol O
mol H

O/H = 0.2873 = (24)

Donde:
O/H = Relacion molar de oxigeno e hidrogeno en células bacterianas
mol O = Moles de oxigeno por mol de biomasa

mol H = Moles de hidrégeno por mol de biomasa
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2.

Analisis estadistico y de error

Media aritmética

1
m= Z:xl (25)

Donde:
m = Promedio
x;— Datos de la muestra

N= Numero total de datos

Media movil

Donde:
M = media moévil
xz;_1= Datos de la muestra en periodos anteriores

N= Numero total de datos

Desviacion estandar de muestras

2l (@i —m)®
0—\/ 1N—1 (27)

Donde:
o = Desviacién estandar
x;— Datos de la muestra
m = Media aritmética

N= Numero total de datos
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Error estAndar de muestras

o
E=-"7
E=

Donde:
SE— Error estandar de la muestra
o = Desviacion estandar de la muestra

n— Numero total de datos

Propagacién de error por suma o resta

sy =0+ (s0) 4. (29

Donde:
sy = Incertidumbre del resultado de la suma o resta

s;= Incertidumbre de cada medicién

Propagaciéon de error por multiplicaciéon o division

Syy:wi;)ﬁ ()5 (30)

Donde:
sy/y = Incertidumbre del resultado de la multiplicacion o division
s;— Incertidumbre de cada medicion

1— Valor de cada medicién
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B. Calculos

Calculo 1: Determinaciéon de la composicion de los medios de fermentacién de
suero de leche por B. subtilis para la produccion de PHA.

Para un tamafio de inoculo de 1% v/v y una concentracion de fuente de nitrogeno de 0.5 % m/v
a un volumen final de 80 mL:

Volumen de in6culo

1 mL inoc.
80 mL sol. t. = 0.8 mL de inoc.
ml sol. ferment. x 100 mL sol. ferment. i de wnoc

Volumen de suero de leche

80 mL sol. ferment. — 0.8 mL de inoc. = 79.2 mL de suero de leche

Masa de fuente de nitrégeno

0.5 g fuente de N

100 mL sol. ferment. g de fuente de

80 mL sol. ferment. *

*Se utilizo este cdlculo para determinar la composicion de las fermentaciones a escala de 80 mL en las pruebas

de efecto de tamano de indculo en la produccion de PHA a partir de suero de leche (Ver Cuadro 4 en Anexo B).

Calculo 2: Determinaciéon de la cantidad de fuente de nitrégeno a emplear en
fermentaciones de suero de leche a escala de 80 mL segun la relacién molar C:N.

A una concentracion de lactosa en el suero de leche de crudo de 54.92 g/L y de nitrogeno de
0.087 g/L:

Moles de C:
1L 4.92 H 1 ) H 12 [
80 mLx* *5 92 9 Cr2H220n w0 Cr2H2501 * mol ¢ = 0.1540 mol C
1000 mL L 342.3 g ClgHQQOH 1 mol ClgHQQOH

Masa inicial de nitrégeno

1L 0.087 g N 1 mol N

80 mL
TEET00mL T T 1L T 14.0067 g N

= 0.000497 mol N

Masa de N necesaria para una relaciéon molar de 10:1 carbono-nitrégeno:

1 mol N

Masa de fuente de nitrégeno

Urea

1 mol CH4N20 60.06 gCH4N20

0.0154 — 0.000497) mol N
( Jmol N & = N Tmol CHANAO

= 0.4476 g urea
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Sulfato de amonio

1 mol (NH1),SOs _132.14 g (N Hi),SO4
2 mol N 1 mol (NHy),S04

(0.0154 — 0.000497) mol N = 0.9848 g SA

*Se utilizo este cdlculo para determinar la cantidad de fuente de nitrégeno a agregar a cada solucién de fermen-
tacion de suero de leche para la produccion de PHA en pruebas a escala de 80 mL y a escala de 10 L (Ver Cuadros

5y 6 en Anexos)

Calculo 3: Determinacion de la concentracion de células en inéculos de B. subtilis
para fermentaciones de suero de leche por el método de Neubauer

Segun la Ecuacion 25 para el promedio de nimero de células:

xT; =

N
1 2 4
E = (3 +3 Z 33+ 35) = 33.5 células

Segun la Ecuacion 13

N =33.5%100*1 x 10* = 3.35 x 107células/mL

*Se utilizé la primera ecuacion para la determinacion de los valores promedio de muestras repetidas. Ademds, se
utilizo este cdlculo para la determinacion de la concentracion celular en los indculos de B. subtilis en fermentaciones

de suero de leche para la produccion de PHA (Ver Cuadros 7y 8 en Anexo B).

Calculo 4: Conversién de la concentracion lactosa en suero de leche a g/L cuan-
tificado por HPLC

5.492 g lactosa . 1000 mL
100 mL 1L

5.492% m/v = =54.92 g/L

*Se wtilizé este cdlculo para determinar la concentracion en g/L de lactosa, etanol y dcido ldctico obtenidos

como % m/v mediante HPLC para las distintas pruebas de fermentacion de suero de leche para produccion de PHA.

Calculo 5: Conversion de la concentracion de nitrégeno y fosfatos en suero de
leche a g/L cuantificado por colorimetria.

Corrigiendo para la diluciéon de 1:10 de la determinacién de nitrégeno:

1gN

8.7 mg N/L+10% — I _
mg N/L 10 36007 N

=0.08 g N/L

*Se utilizé este cdlculo para determinar la concentracion de nitrégeno y fosfatos en el suero de leche segin el
factor de dilucion de cada prueba de fermentacion para la produccion de PHA a escala de 80 mL y 10 L (Ver Cuadros

10, 20 y 25 en Anezo B).
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Calculo 6: Determinaciéon de peso seco de biomasa de B. subtilis y rendimiento de
PHA en g/L de la fermentacion de lactosa en suero de leche para la produccion
de PHA.

Segun las Ecuaciones 14 y 15:

~0.1049 g biomasa
B 0.080 L

P 0.0110 ¢ PHA
B 0.080 L

= 1.31 g biomasa/L

=0.14 g PHA/L

*Se wutilizé este cdlculo para determinar el peso seco de biomasa de B. subtilis y el rendimiento de PHA de las

fermentaciones de suero de leche a escala de 80 mL y 10 L.

Calculo 7: Determinacién de los rendimientos YXS, YPX, YPS de la fermenta-
cion de suero de leche por B. subtilis para la produccién de PHA

Segun las Ecuaciones 16, 17 y 18:

1.31 g biomasa

Yyg = —0.356
X5 7 (54.92 — 51.24) g lactosa
0.14 g PHA
- —0.105
pPX 1.31 g biomasa
0.14 g PHA
Ypg = g — 0.037

(54.92 — 51.24) g lactosa

*Se utilizé este cdlculo para determinar los rendimientos de la fermentacion de lactosa en suero de leche por

B. subtilis para la produccion de PHA a escala de 80 mL.

Calculo 8: Determinaciéon del balance de masa global de la fermentacién de
lactosa en suero de leche por B. subtilis para la producciéon de PHA

Segun la Ecuacion 19:

Balance de masa=FE — S = A

Con base en los flujos de entrada y salida descritos en el Cuadro 20: Entradas (E)

E = (3743 g/L lac.) + (1.01 g/L N)+ (0.50 g/L HPO4) =38.94 g/L E

Salidas principales(SP): biomasa y producto

SP = (2.57 g/L biomasa) + (041 g/L PHA) =2.98 g/L SP

Salidas secundarias (SS): entradas no consumidas y subproductos (sp)

SS = (24.31 g/L lac.)+(0.34 g/L N)+(0.40 g/L HPO4)+(6.56 g/L gal.)+(2.50 g/Lsp) = 34.11g/L SS
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Mantenimiento celular (MC) segun acumulacion (A)

A=3894g/L—298 g/L—34.11 g/L =1.85 g/L A=1.85 g/L MC

*Se utilizo este cdlculo para generar el diagrama del balance de masa global descrito en la Figura 12 en Resultados.
Asimismo, se utilizé esta ecuacion para determinar los cambios de concentracion de entradas y salidas al sistema,

segun el Cuadro 21 en Anexo B.

Calculo 9: Determinacion de rendimientos de biomasa y productos con respecto
al consumo de sustratos totales y reales de la fermentaciéon de suero de leche
para la producciéon de PHA con base en el balance de masa global

Segun las Ecuaciones 20 y 21, para el rendimiento de producto:

n 041 g/L
Yo = = —0.031 g PHA/ g lact
LT AS, T (37.43—24.31)g/L g PHA/ g lactosa

Dado que la lactosa se compone en un 50 % de glucosa, el sustrato metabolizado por B. subtilis

n 0.41 g/L

Y = =
“7 ASg 050 (37.43—24.31)g/L

=0.063 g PHA/ g glucosa

*Se utilizé este cdlculo para determinar los rendimientos de biomasa y subproductos de la fermentacion de suero
de leche para produccion de PHA respecto a lactosa y glucosa (Ver Cuadro 2 en Resultados). En el caso de biomasa,

se sumd al cambio de concentracion de sustrato, los cambios de concentracion de nitrégeno y fosfatos.

Calculo 10: Determinacion de la formula y ecuacion estequiométrica de la fer-
mentaciéon de suero de leche en B. subtilis utilizando glucosa hidrolizada de
lactosa para la producciéon intracelular de PHA.

Planteando la ecuacién estequiométrica segtin la Ecuacion 22:

CH0+YNn NH3+Yppos— HPO4+Yo2 O2 = Yxs CoHyONgP.4Yco2 CO2+4Yho0 H2O

Se consider6 como principal fuente de carbono a la glucosa proveniente de la hidrélisis de lactosa
por B. subtilis, como fuente de nitrégeno se consideré al amonio proveniente de la descomposicion
de urea y como fuente de fosforo se considero al fosfato disddico. Segun los cambios de concentracion
descritos en el Cuadro 20 en Anexos:

2.57 g/L biomasa
0.50 * (13.12g/L lactosa)

Yyg = =0.392

1 mol N 1 mol NHs _ 17.031 ¢ NHy __
0.68 9/L N * 155067 g N * Tmal N * Tmol NH, — 0-829/L NH;

Vo — —0.125
N 0.50 % (13.12¢/L lactosa)
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0.10 g/L HPO,~
Ypos— = =0.015
Fos 0.50 % (13.12g/L lactosa)

Planteando los balances elementales:
C:1-Yxs-Yco2 =0
H:2+3Yy +Ypo4-bYxs-2Yp=0
O:1+4Ypos +2Y02-¢cYxs-2 Ycoz2-Yua =0
N:Yny-dYxs=0
P: Ygpos— -eYxs =0

Y segin las Ecuaciones 23 y 24:

CR = 1.033 = 1002
Yoo
mol O
O/H =0.2873 =
/ mol H

Asumiendo que a =1 por la simplificacién de todos los compuestos con carbono, se tiene un
sistema de ecuaciones lineales con 7 ecuaciones y 7 variables (YCO2, YH20, YO2, b, c, d, e) con
solucién. Resolviendo para el sistema:

b = 2.08

c = 0.60

d=0.32

e =0.04
Yoo = 0.589
Yco2 = 0.608
Yoo = 0.788

Para obtener la ecuacion estequiométrica final en ntimeros enteros, que suele ser la forma ideal
a la que se presenta como resultado, se dividié tanto para la férmula caracteristica de la bacteria
como para la ecuacion general dentro del coeficiente més pequeno, obteniendo como resultado los
siguientes coeficientes. Para el coeficiente de la glucosa, que por convencion se considera 1, se obtuvo
un valor de 11 mol:

a = 26
b =53
c =16
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e=1
Yx =1
Ynms =8
Yupos- =1
Yoo = 39
Yooe = 40
Yoo = 59

*Se utilizd este cdlculo para plantear la formula estequiométrica de B. subtilis con formacion intracelular de PHA
segun la Ecuacion 8 en Resultados. También se utilizé para determinar la ecuacion estequiométrica de la produccion
de PHA por B. subtilis a partir del metabolismo de lactosa en suero de leche segin la Ecuacion 9 en Resultados y

para plantear el balance de materia elemental del proceso, segun la Figura 13 en Resultados.

Calculo 11: Determinacion de la media mévil de la concentracion de lactosa, peso
seco de biomasa y rendimiento de producto del modelo cinético del duplicado de
la fermentacion de suero de leche por B. subtilis para la produccion de PHA.

Segun los datos del promedio de concentracion de sustrato (Cs) (Cuadro 29 en Anexos), t = 0,
Cs = 37.43 g/L, en t=1, Csl= 37.03 g/L. Segtn la Ecuacion 26 para la media movil del valor de Cs

ent = 1: N
1 37.43+37.03 g/L
M = ~ ;:1 Ti_1 = ( ) =37.23 g/L

2

*Se utilizé este cdlculo para obtener el promedio mdvil de los datos de concentracion de lactosa, peso seco de
biomasa y rendimiento de producto para el modelo cinético a partir de los datos promedio de la fermentacion de

suero de leche por B. subtilis para la produccion de PHA a una razén molar de 15:1 a escala de 10 L.
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ANEX0 D

Analisis de error

Calculo 12: Determinacion del error estandar a partir de la desviaciéon estandar
de una muestra

Segun los datos de rendimiento de biomasa respecto al sustrato (Yxs) del Cuadro 17 en Anexo
B, con un promedio de Yxs = 0.351 determinado por la Ecuacion 25 (Ver Calculo 3) y la Ecuacion
27:

SN (@i —m)? (0.356 — 0.351)% 4 (0.345 — 0.351)?
o= g = 5 = 0.008

Para determinar el error estdndar de la muestra, a partir de la desviacion estandar y el nimero
de muestras, segun la Ecuaciéon 28:

o 0.008
SE=—= ——=0.006
Vn V2
Resultado : 0.351 + 0.006
*Se utilizé este cdlculo para determinar la desviacion estdndar del promedio de datos de las muestras obtenidas en

duplicado.
Calculo 13: Propagaciéon de error de datos calculados

Segun los valores de las desviaciones estandar de las concentraciones de entrada (37.43 + 0.37
g/L) y salida (24.31 £ 0.06 g/L) de lactosa en el Cuadro 21 en Anexo B, para el cambio de concen-
tracion de lactosa de 13.12 g/L, segtn la Ecuacion 29:

Sy = \/(0.37)2 +(0.06)? = 0.38
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Obteniendo un valor de 13.12 £+ 0.38 g/L de consumo de lactosa. Se realizo el mismo célculo
para la propagacion de error de los cambios de concentracion de sustratos y productos, obteniendo
para el producto un valor de 0.41 £+ 0.04 g/L (Ver Cuadro 21 en Anexo B). Para la determinacién
del error asociado al rendimiento de formaciéon de producto sobre consumo de lactosa (YL = 0.031),
segin la Ecuaciéon 30:

0.04\ 2 0.38 \ 2
=/ == 0 0.031 = 0.003
v <0.41> - <13.12) i
Resultado : 0.031 4 0.003

*Se utilizaron estos cdlculos para estimar la propagacion de error de todas las sumas, restas, multiplicaciones y

divisiones realizadas durante el andlisis de datos originales y calculados.
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ANEXO E

Materiales y equipo

A. Datos de placa

Cuadro 38: Especificaciones de cdmara de Neubauer BRAND del Centro de Procesos
Industriales del Departamento de Ingenieria Quimica

Cdamara de Neubauer

Marca BRAND -
Modelo Neubauer improved -

Profundidad 0.100 mm

Area 0.0025 m?

Cuadro 39: Especificaciones de incubadora Lab-Line del Laboratorio de Procesos
Bioindustriales del Centro de Investigacion y Tecnologia

Incubadora
Marca Lab-Line -
Modelo 310 -
Serie 0599-0437 -
Voltaje 120 A%
Amperaje 5.0 A
Watts 600 W

Frecuencia 50/60 Hz
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Cuadro 40: Especificaciones de refrigeradora Mabe del Laboratorio de Procesos

Bioindustriales
Refrigeradora
Marca Mabe -
Modelo RM44W04 -
Voltaje 115 A%
Amperaje 15 A
Frecuencia 60 Hz

Cuadro 41: Especificaciones de potenciémetro con electrodo OHAUS del Centro de
Procesos Industriales

Potenciometro con electrodo

Marca OHAUS -
Potenciémetro: ST300-B
Modelo Electrodo pH: ST320 i
Requerimientos 4 baterias AAA -
pH: 0.01 -
Resolucién Voltaje: 1 mV
Temperatura:0.1 °C
pH: 0.0-14.0 -
Rango Voltaje: -1999 - 1999 mV

Temperatura:0 / 100 °C

Cuadro 42: Especificaciones de autoclave NAPCO del Laboratorio de Procesos

Bioindustriales
Autoclave
Marca NAPCO -
Modelo 8000- DSE -
.. Esterilizacion de sélidos
Aplicaciones L. -
o liquidos
Voltaje 115 V
Amperaje 15.5 A
Watts 1750 W
Frecuencia 60 Hz
Presion: 1.0-1.9 bar
Rangos Temperatura: 121-132 °C
Tiempo: 0-75 min
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Cuadro 43: Especificaciones de centrifuga Eppendorf del Laboratorio de Procesos

Bioindustriales
Centrifuga
Marca Eppendorf -
Modelo 5805 F -
Nidmero 0033302 -
Voltaje 120 A%
Amperaje 12 A
Watts 1300 w
Frecuencia 60 Hz
Velocidad maxima 1400 min—!

Cuadro 44: Especificaciones de centrifuga Sorvall®) del Laboratorio de Procesos

Bioindustriales
Centrifuga
Marca Sorvall ® -
Modelo RT-7 -
Voltaje 115 V
Amperaje 12 A
Watts 1400 W
Frecuencia 60 Hz
Velocidad maxima 7000 rpm

Cuadro 45: Especificaciones de colorimetro HACH®) del Centro de Procesos Industriales

Colorimetro HACH®)

Marca HACH®) -
Modelo DR/890 -
Rangos Temperatura: 0-50 °C
Fotométrico: 0-2 A
% Transmitancia,
Modos de lectura absorbancia, -
concentracion
Clase 1 -

Longitud de onda 420, 520, 560, 610 nm
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Cuadro 46: Especificaciones de reactor digital HACH®) del Centro de Procesos Industriales

Reactor digital

Marca HACH®) -
Modelo DBR. 200 -
Temperaturas 37-165 °C
Voltaje 100-240 \Y

Frecuencia 50/60 Hz
Clase 1 -
Programas COD, TOC, 100°C, 105°C,

150°C, 165°C

Cuadro 47: Especificaciones de cromatdgrafo de alta resolucion Agilent Technologies del
Laboratorio de Analitica Instrumental Avanzada

Cromatdgrafo de alta resolucion (HPLC)

Marca Agilent Technologies -
Modelo Serie 1200 -
No. Serie CN60557002 -
No. Producto P1362A -
Voltaje 100-120 \Y

Frecuencia 50/60 Hz

Cuadro 48: Especificaciones de incubadora con agitaciéon New Brunswick Scientific del
Laboratorio de Procesos Bioindustriales

Incubadora con agitacion

Marca New Brunswick Scientific -
Modelo G25-KC -
Serie 25 -
Amperaje fusible 10 A
Rangos Temperatura: 4-60 °C
Velocidad: 40-400 rpm

Cuadro 49: Especificaciones de microscopio Fisher Scientific del Laboratorio de Procesos
Bioindustriales

Microscopio
Marca Fisher Scientific -
Linea Micromaster®) -
No. Catalogo 12563320 -
Voltaje 110 \Y%
Amperaje 125 mA
Frecuencia 50/60 Hz

Tipo de iluminacién Halégeno de cuarzo 6V 20W
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Cuadro 50: Especificaciones de balanza analitica OHAUS Pioneer del Laboratorio de
Operaciones Unitarias

Balanza analitica

Marca OHAUS Pioneer™
Modelo PA114 -
Capacidad 0-110 g
Incertidumbre 0.0001 g
Voltaje 8-14.5 \Y%
Amperaje 4 VA
Frecuencia 60 Hz

Cuadro 51: Especificaciones de balanza OHAUS del Laboratorio de Operaciones Unitarias

Balanza
Marca OHAUS -
Modelo CS 5000 -
Capacidad 5000x1 gxg
Voltaje 9-12 VDC
Amperaje 0.2 A

Cuadro 52: Especificaciones de horno de conveccion VWR®) del Laboratorio de Procesos
Bioindustriales

Horno de conveccion

Marca VWR ®) -
Linea Symphony? ™ -
Parte No. 414004-550 -
No. serie  041042611A1013 -
Voltaje 120 A%
Watts 1.4 kW
Frecuencia 60 Hz

Cuadro 53: Especificaciones de espectrofotometro FT-IR PerkinElmer Frontier del
Laboratorio de Analitica Instrumental Avanzada

Espectrofotometro FT-IR

Marca PerkinElmer Frontier -

Modelo LR 64912C -

Clase 1 -
Voltaje 100-300 v
Amperaje 1.5 A
Frecuencia 50/60 Hz
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Cuadro 54: Especificaciones de biorreactor BioFlo 415 New Brunswick Scientific del Centro
de Procesos Industriales

Bioreactor
Marca New Brunswick Scientific -
Modelo BioFlo 415 -
Capacidad 19.5 L
Agitacion: 50-1000 rpm
Temperatura: 5-80 °C
Rangos pH: 2.0-12.0 :

Oxigeno disuelto: 0-200 %
Gas de proceso: 20
Requerimientos  Suministro de agua: 10  psig
Retorno de agua: méx 5

Voltaje 208-230 A%
Amperaje 15 A
Frecuencia 50/60 Hz

Cuadro 55: Especificaciones de micropipetas Eppendorf del Centro de Procesos Industriales

Micropipetas

Marca Eppendorf -

Modelo  Research ®) plus -
100 ul
Capacidad 1000 wL
10 mL
1-100 ul
Rangos 100- 1000 uL
1-10 mL

B. Fichas técnicas

Cuadro 56: Especificaciones de caldo nutritivo

Caldo nutritivo
Marca Merck
No. Producto 1.05443
Peptona de carne 5.0 g/L
Extracto de malta 3.0 g/L

Composicion tipica

Suspender 8 g por litro.

Preparacion Autoclavear (15 min a 121°C)
Caracteristicas Solido beige
Densidad aparente 470 kg/m3
pH 7.0 £ 0.2
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Cuadro 57: Especificaciones de agar nutritivo

Agar nutritivo

Marca Merck

No. Producto 1.11471

Peptona de carne 10.0 g/L
Extracto de malta 10.0 g/L
Cloruro de sodio 5.0 g/L
Agar-Agar 18.0 g/L

Composicion tipica

Suspender 43 g por litro.

Preparacion Autoclavear (15 min a 121°C)
Caracteristicas Solido amarillo
Densidad aparente 560 kg/m3
pH 7.3 +£0.2

Cuadro 58: Especificaciones de sulfato de amonio

Sulfato de amonio

Formula quimica (N Hy)2504
Marca Supelco
No. CAS 7783-20-2
Caracteristicas Solido cristalino incoloro
Peso molecular 132.14 g/mol
Densidad relativa 1.77 g/cm?
Solubilidad en agua 767 g/L
pH 5.0-6.0

Cuadro 59: Especificaciones de urea

Urea
Férmula quimica CH4N>O
Marca Merck
No. CAS 57-13-6
Caracteristicas Solido cristalino blanco
Peso molecular 60.05 g/mol
Densidad relativa 1.33 g/cm?
Solubilidad en agua 624 g/L
pH 7.5-9.5
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Cuadro 60: Especificaciones de fosfato de disodio

Fosfato de disodio

Foérmula quimica NasHPOy
Marca Merck
No. CAS 7558-79-4
Caracteristicas Solido cristalino blanco
Peso molecular 141.96 g/mol
Densidad relativa 1.53 g/cm?
Solubilidad en agua 77 g/L
pH 8992

Cuadro 61: Especificaciones de azul de tripan

Azul de tripdin
Foérmula quimica C34H94NgO1454Nay

Marca Sigma-Aldrich
No. CAS 72-75-1
Caracteristicas Solido azul oscuro
Peso molecular 960.82 g/mol
Densidad 800 kg/m?

Cuadro 62: Especificaciones de hidroxido de sodio

Hidroxido de sodio

Foérmula quimica NaOH
Marca Carl Roth
No. CAS 1310-73-2
Caracteristicas Soélido incoloro
Peso molecular 40.0 g/mol

Densidad relativa 2.13 g/cm?
Solubilidad en agua 1.11 g/L
pH 14.0

Cuadro 63: Especificaciones de la cepa Bacillus subtilis ATCC 6051

Bacillus subtilis

Cepa ATCC 6051
Tipo Si
Presentacion Liofilizada en hisopo
Almacenamiento 2-8°C
Nivel de bioseguridad BSL 1
Medio Caldo o agar nutritivo
Temperatura 30-37°C
Atmosfera Aerobica
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