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RESUMEN

La fermentacién de PHA con B. cereus es una reaccion compleja que involucra
una cantidad considerable de variables. Por lo tanto, para determinar una cinética que
englobe la complejidad de dicha fermentacion, se cuantificaron microorganismos,
azucares totales y producto, variando las condiciones de pH y relacion C:N elemental
en cuatro arreglos experimentales, utilizando azucares invertidas como sustrato en un
reactor New Brunswick 3364M. Se determind que las relaciones C:N 172.53+7.46
(m/m) a pH promedio 5.70+0.78 y C:N 20£0.62 (m/m) a pH promedio 6.5420+0.44
presentaron los mayores rendimientos de las condiciones evaluadas. Teniendo
rendimientos de microorganismos con respecto a sustrato (yxss) de 72.96+1.81% (m/m)
y 60.53+£/7.35% (m/m) respectivamente; y rendimientos de concentracion de producto
con respecto a consumo de sustrato (yps) de 71.45+£1.63% (m/m) y 52.27+1.11% (m/m)

respectivamente.

Se determindé que el modelo de Contois predice las concentraciones de
microorganismos, PHA y azlcares cuando no hay incidencia externa en el pH, ya sea
por el uso de un buffer o dejando libre el rango de concentracion de hidronios
generados en el medio. Mientras que en el caso de la regulacion del pH, se observo la
necesidad de modificar el modelo de Contois con coeficientes viriales, o una forma
derivada del modelo de Tissier y coeficientes de transferencia de masa, para predecir

el comportamiento de las variables medidas y calculadas.



I. INTRODUCCION

La produccién de plasticos a partir de petrodleo, ha provocado una
generacion de desechos que no son degradables y repercuten de forma negativa en
los ecosistemas. Estos desechos se han ido acumulando en agua y suelos, creando
preocupaciones por parte de la poblacidon; ya que no son degradables y su
disposicion no se realiza de acuerdo a las normativas y procedimientos
técnicamente desarrollados. Por otro lado, se sabe que las reservas de petroleo se
estan agotando lo cual representa un obstaculo para el uso de los polimeros
convencionales a largo plazo. A partir de esto se ha establecido la necesidad de
desarrollar nuevas fuentes de produccion de polimeros; en donde se empleen

procesos sostenibles, con productos y materiales amigables al ambiente.

De este contexto surgen como una potencial solucion los biopolimeros.
Debido a su origen y proceso de produccion, han sido un foco para multiples
estudios en donde se han analizado estructuras y aplicaciones. Uno de los tipos de
biopolimeros que mas resaltan son los polihidroxialcanoatos, puesto que sus
propiedades fisicoquimicas y mecanicas son similares a las de algunos polimeros
derivados del petrdleo. Realizando una comparacion entre polimeros
convencionales y los polihidroxialcanoatos, estos tltimos se podrian considerar una
de las mejores alternativas en términos de sostenibilidad; dado que se caracterizan
por ser un producto que se puede obtener de multiples fuentes de carbono y con

diferentes tipos de microorganismos en una fermentacion controlada.



Entre las fuentes potenciales de carbono, los azlicares residuales de los
ingenios azucareros, que se obtienen del proceso de cristalizacion, con el nombre
de melaza, son una fuente para la produccion de PHA, ya que presenta una opcion
a los productos tradicionales para los que se emplea este subproducto. Mientras que
los microorganismos utilizados, cominmente pertenecen al género Bacillus, por sus
acelerados crecimientos reportados y sensibilidad a concentraciones de

componentes fermentativos, que inducen la formacioén de polimeros buscados.

Para contar con la informacién necesaria para escalar el proceso y poder
predecir el comportamiento de la fermentacion, es esencial contar con un modelo
cinético, que logre expresar las concentraciones de los componentes de la
fermentacion en funcion del tiempo. Su determinacion se basa cominmente en
técnicas de simulacién de procesos con modelos matematicos, que emplean
modelos explicativos del crecimiento microbiano para correlacionar variables.
Estos modelos son la base para determinar rendimientos y concentraciones a
diferentes escalas; ademas son fundamentales para calcular el volumen de los

biorreactores.

En el presente estudio, se encuentran en los apartados de resultados,
discusién y conclusiones, las principales deducciones efectuadas respecto a
modelos cinéticos de la fermentacion de melaza para producir PHA. Los apartados
de Anexos, metodologia, marco tedrico y antecedentes, completan la informacion

presentada con las bases y célculos efectuados.



II. OBJETIVOS

A. Objetivo general

Proponer un modelo cinético para la produccion de polihidroxialcanoatos a

partir de Melaza, utilizando condiciones previamente reportadas.

B. Objetivos especificos

1.

Cuantificar  concentracion de azucares, microorganismos y
polihidroxialcanoatos utilizando métodos analiticos para establecer
rendimientos de reaccion.

Determinar un modelo matematico que permita predecir concentraciones
de azucares, microorganismos y polihidroxialcanoatos con el tiempo.
Determinar la influencia de las principales condiciones de fermentacion
sobre la produccion de polihidroxialcanoatos para incluirla en el modelo

cinético.



III. ANTECEDENTES

En una fermentacion es importante considerar el tipo sustrato a emplear y
las condiciones a la cual se efectuara la reaccion. Finalizada la fermentacion, se
debe de tomar en cuenta un método de purificacion del producto de interés, que sea
adecuado para lograr la mayor cantidad de extraccion de producto posible y lograr
asi rendimientos altos. Con base en los resultados obtenidos, se pueden realizar
simulaciones para determinar el modelo cinético que presente un mejor ajuste a los

datos experimentales.

A. Sustratos empleados en la produccion de PHA

Para la produccion de PHA se busca el uso de fuentes de carbono
procedentes de residuos industriales. Tales residuos vienen desde el uso de los
acidos grasos presentes en residuos de aceites vegetales, hasta el uso de los lodos
producidos en el tratamiento de aguas residuales. La busqueda de estas fuentes
alternas de sustrato, se fundamenta en la reduccion de costos que fomenta el uso de
un residuo [1]. Ademas le brinda a la empresa, la capacidad de generar un producto

de una materia prima que no se estaba aprovechando [2].

Un primer ejemplo del uso de residuos industriales como sustrato para
producir PHA, corresponde al uso de Glicerol, un subproducto de la industria del
Biodiesel. Al utilizar este sustrato con el microorganismo de B. cereus, se reportan
rendimientos de crecimiento celular de 3.72 g/L. y un rendimiento de produccion de
PHA de 2.54 g/L [3]. Otro material residual a mencionar se encuentra en la industria
lechera; en donde se puede observar el uso de la proteina de leche proveniente del

proceso de produccion de quesos. En esta investigacion se determind que utilizando



P. Hidrogenovara se puede obtener un rendimiento de biomasa de 5.0 g/L y un

rendimiento de PHA de 1.27 g/L [4].

Otro sustrato de gran interés es la melaza. Esta ha sido objeto de estudio
debido a su amplia disponibilidad en la industria azucarera y seglin investigaciones,
puede ser aprovechada para obtener rendimientos de hasta 6.0 g/L. de PHA al ser
utilizada como fuente de carbono [5]. A su vez, se ha logrado una acumulacién de
PHA del 62.21% (m/m) utilizando el microorganismo B. subtilis y acompafiando
con etanol [6]. Al comparar sustratos como maiz, melaza, jarabe y pasta fermentada,
se observd que el segundo sustrato con mayor acumulacion de PHA fue la melaza,

con una acumulacion del 20%(m/m) [7].

Segun investigaciones realizadas en el Centro de Procesos Industriales
(CPI), se establece que al invertir la melaza, se puede aumentar la produccion
maxima de PHA debido al aumento de glucosa y fructosa en el medio de
fermentacion [8]. En contraste a esta investigacion, se ha observado que al comparar
el uso de glucosa, sacarosa, fructosa, lactosa y n-octano, el carbohidrato que genera
la mayor cantidad de PHA era la glucosa, teniendo un rendimiento de producto de
4.2 g/L [9]. A su vez dentro de las investigaciones del CPI, se establecié que la
concentracion que genera una mayor produccion de polihidroxialcanoatos es de
3%(m/v) y la cepa a utilizar con la melaza que genera un mayor rendimiento es la
B. cereus, con la cual se obtuvo un rendimiento de producto respecto a sustrato de
0.858%(m/m). La melaza utilizada en cuestién presentd los siguientes valor de

propiedades fisicoquimicas [10]:

= Contenido de sacarosa: 35.56%(m/v)

= Contenido de fructosa: 5.36%(m/v)

= Contenido de glucosa: 5.88%(m/v)

= Azucares totales fermentables: 46.8%(m/v)
* Densidad @ 25°C: 1.25 g/mL

= Humedad base seca: 2.54%(m/m)



=  Viscosidad cinematica: 2.37x10* ¢St

=  QGrados brix: 87.15 %

B. Condiciones de fermentacion

Las fermentaciones se ven influenciadas por las condiciones a las cuales se
llevan a cabo. Es por esto que segun una primera investigacion, se utiliza
comunmente hidroxido de sodio y 4cido clorhidrico para regular el pH a un valor
de 7 [11]. Con respecto a la influencia del pH en la fermentacion utilizando melaza
como sustrato, se investigd la produccion de PHA en un rango de pHde 5a9ya
temperaturas de 20, 25, 30, 35 y 40 °C utilizando B. subtilis. Los resultados
indicaron que se obtenia una mayor producciéon de PHA a un pH de 7 y una
temperatura de 35 °C [6]. A su vez, se volvid a observar este comportamiento al
utilizar melaza y trabajando con Enterobacter, en donde nuevamente los valores

Optimos resultaron ser el trabajar a un pH de 7 y una temperatura de 35 °C.[12].

De igual manera, dentro de las condiciones que afectan el crecimiento de
microorganismos en la fermentacion es la concentracion de las sales presentes en el
medio. Es por esto que para la produccion de PHA se utiliza una concentracion de
sales en el medio (g/L) de: NH4CI 1.0, NaHCO3 0.5, KH2PO4 2.0, Na,HPO4-2H,0
2.0, MgSO04-7H20 0.5, CaCl,- 2H>0 0.01, citrato de Fe (NHa4) 0.05 con elementos
traza como ZnSO4-7H>0 0.08, MnCl,-4H>O 0.03, H3BO3 0.3, CoCl,-6H>O 0.2,
CuCl>-2H20 0.01, NiCl,.6H>0 0.02, Na;MoO4-2H>0 0.03 [6]. De la misma forma,
las relaciones C:N y C:P afectan el contenido de PHA que se genera en el medio.
De acuerdo a Supono ef al. [13] se ha determinado que la produccion optima de
polihidroxibutirato se obtuvo con una relacion C:N de 20.9 en donde se obtuvo un

contenido de PHB de 29.25 mg/g junto con una relacion C:P de 125.



C. Extraccion de PHA

El proceso de purificacion de PHA es un paso determinante para el sistema
de fermentacion. Es por esto que se han realizado investigaciones, con respecto a
los solventes y etapas a emplear para mejorar la extraccion de dicho producto. Al
utilizar centrifugaciéon combinado con un tratamiento quimico, se han obtenido
purezas de 98.5% (m/m) y un porcentaje de recuperacion de PH3B del 80% [14].
A su vez, se ha reportado que combinar un tratamiento de hipoclorito de sodio y
centrifugacion conduce a una pureza de 96.5% y una recuperacion de 80% en el
proceso de optimizacion [15]. Pese a esto, se recomienda utilizar concentraciones
de hipoclorito de sodio menores al 10%, ya que puede causar una degradacion

severa del PHB resultando en una reduccion del 50% en el peso molecular [16].

Sin embargo, como bien mencionaba Jacquel et al [17] los mejores
resultados se obtienen al combinar en el tratamiento quimico hipoclorito de sodio
con cloroformo. Como se observa en la investigacion de Salmiati et al. [18], un
posible proceso de extraccion es el uso de partes iguales de hipoclorito de sodio al
6% y cloroformo. El cual luego es agitado a 300 rpm y 37°C por 3 horas, para
posteriormente centrifugar la muestra a 3000 rpm. El sobrenadante es filtrado y

utilizando metanol frio, se precipita el PHA para luego dejar secando a 60°C.

D. Modelos cinéticos para la produccion de PHA

Para la producciéon de PHA en una planta piloto de manera continua, se
obtuvo un modelo matematico que permite la predictibilidad de la generacion de
PHA utilizando aguas residuales del procesamiento de leche y la produccion de
helado. El sistema integrado consistia en un reactor acidogénico anaerdbico (AAR),
un reactor sludge convencional activado (ASPR) y un reactor de sintesis de PHA
(PHAR). De estos, se estudiaron las cinéticas para el ASPR y el PHAR. El maximo
coeficiente de rendimiento de PHA con respecto a la degradacion del COD (Y sp™*)
en el PHAR fue de 0.25 kgPHA/kg de COD degradado. De igual manera se obtuvo
como resultado pardmetros cinéticos como Ks, [imax, Yobsy ka parael ASPR de 37.16

mg/L COD, 0.97 d'!', 0.51mg MLSS/mg COD y 0.049 d'! respectivamente [19].



En el caso de una produccion de PHA por batch, se ha investigado los
pardmetros cinéticos para sustratos como glucosa y fructosa. Dentro de estos se
determino que los valores experimentales, se podian describir con un modelo
simplificado de Monod. Las constante de velocidad especifica de crecimiento pmax
y los valores de la constante de Monod Ks, fueron de 0.36 h'l'y 106 g/L para la
glucosa. Mientras que para la fructosa se obtuvieron valores de 0.24 h'ly 80 g/L.
Debido a que la relacion entre los valores experimentales y los datos predecidos era
buena, se establecio que el modelo con ecuaciones diferenciales describe el proceso

de fermentacién de PHA por lotes [20].



IV. JUSTIFICACION

El mercado global de aziicar se pronostica va presentar un valor de $407.30
(Q7.81/81) por tonelada en 2021, lo cual representa un valor del 3.2% por debajo
de los valores reportados a finales del 2020. Dentro de este prondstico, se estima
que los precios para el cierre del 2021 sea de 14.5 centavos de dodlar por libra, lo
cual se encuentra 6.4% debajo de los precios durante el cierre del 2020. La misma
tendencia se observa con sus otros dos productos, los cuales son la cogeneracion y
la produccion de etanol. Ante este contexto, debido a la falta de diversidad en el
catdlogo de productos de los ingenios, se crea una vulnerabilidad con cualquier
cambio en la demanda y precios del azucar a nivel global. Esto provoca un interés
de dicha industria por encontrar nuevos productos potenciales, que diversifiquen su

cartera de clientes y disminuyan riesgos financieros.

Por otro lado, el mercado global de plasticos fue valuado en $579,700
millones en 2020 y se espera que se expanda con un indice anual de crecimiento de
3.4% hasta el 2028. Dentro de este mercado, los biopolimeros tienen un répido
crecimiento. El caso particular del PHA, representa un valor de mercado de $62
millones para 2020 con crecimiento proyecto de 14.2% hasta 2025. Su acelerado
crecimiento se debe a la demanda de la industria de empaque, biomédica y agro por

materiales biodegradables.

Derivado del mercado de plasticos y azucar, una de las alternativas
prometedoras que puede estudiarse son los polihidroxialcanoatos (PHA). Estos
polimeros se han estudiado en varias condiciones y procesos. Sin embargo, se
carece de la informacion suficiente para el escalamiento de los procesos estudiados,
asi como de modelos predictivos que permitan el control de sistemas fermentativos.

Por estas razones, en este trabajo se propuso un modelo cinético de la reaccion de



produccion de PHA, que permite predecir el comportamiento de las concentraciones

de producto, microorganismos, sustratos y subproductos en funcion del tiempo.

De manera que, empleando ecuaciones de disefio, se puede aplicar dicho
modelo a desarrollos especificos en la industria, que van desde el disefio y seleccion
de equipos, hasta el control y automatizacion de los equipos principales y auxiliares

empleados en la fabricacion de estos materiales.

Este estudio continua, ademas, las lineas de investigacion realizadas en 2020
en el Centro de Procesos Industriales y en el departamento de Ingenieria Quimica
de la Universidad del Valle de Guatemala, partiendo de resultados exploratorios
iniciales, para proponer el modelo cinético de la reaccion de producciéon de PHA

empleando melaza como fuente de carbono.
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V. MARCO TEORICO

A. POLIMEROS

Los polimeros son moléculas grandes, compuestas por unidades repetidas
mas pequeiias denominadas monomeros. Al referirse al tema de polimeros, se habla
principalmente de aquellos que se producen de manera sintética, mejor conocidos
como polimeros organicos sintéticos [21]. Para convertir un monémero a un
polimero, se debe de pasar por un proceso de polimerizacion. Durante este proceso,
los mondmeros se combinan para crear cadenas mas largas o macromoléculas,
dependiente de la temperatura, presion y catalisis propiciadas al sistema. Las
unidades constituyentes repetidas, se unen por enlaces covalentes y aquellas
moléculas que presentan solo unas cuantas unidades constituyentes se les

denominan oligémeros [22].

1. Tipos de polimeros

Existen dos tipos de polimeros sintéticos, los cuales son los polimeros por

crecimiento en cadena y los polimeros por crecimiento por etapas [22].
a. Polimeros por crecimiento en cadena

En este tipo de polimeros, el alargamiento se realiza en los extremos de la
molécula. Esto tiene lugar, debido a la rapidez en la adicion de mondémeros y tiene
a su vez, la formacion de un reactivo intermediario como por ejemplo un cation,
radical o anion, en el extremo en donde se da el crecimiento de la cadena. A estos

polimeros se les denomina polimeros de adicion [21].
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b. Polimeros por crecimiento en etapas

Los polimeros por crecimiento en etapas, se dan a partir de moléculas
bifuncionales, las cuales pueden reaccionar entre si para formar enlaces. Es decir,
los mondmeros pueden unirse para crear diferentes compuestos. En su mayoria,
estas polimerizaciones implican condensaciones para poder dar lugar a la
formacion de enlaces con derivados de 4cido, como por ejemplo los enlaces ésteres

o amidas [21].

2. Estructuray propiedades de los polimeros

A pesar que los polimeros no se puedan cristalizar y fundir, se han
observado regiones cristalinas presentes a las cuales se les denomina cristalitos.
Entre mayor sea la region cristalina en un polimero, por lo general serd mas denso
y presentara una mayor resistencia y rigidez. Asimismo, la estereoquimica también
es un factor que afecta la cristalinidad de un polimero. En general se observa que
los polimeros isotdcticos y sindiotacticos estereorregulares, presentan mayor
cristalinidad que los polimeros atacticos. Es por ello que se debe de seleccionar
catalizadores que promueva la formacion de de polimeros lineales con

estereoquimica isotactica o sindiotactica [21].

De acuerdo a la temperatura en que se encuentren, se puede observar
diferentes caracteristicas fisicas dentro de los polimeros. A temperaturas bajas, los
polimeros son so6lidos e inflexibles. Mientras aumenta la temperatura, los polimeros
alcanzaran un punto en donde se vuelve flexible y moldeable. Dicho punto se le
denomina temperatura vitrea, la cual es caracteristica para cada polimero. A medida
que se eleve mas la temperatura, los polimeros pueden alcanzar la temperatura de
fusion cristalina, la cual indica la fundicién de los cristalitos y la capacidad de las
moléculas individuales de moverse entre si. Es en esta temperatura en donde los

polimeros pueden ser extruidos y formar fibras [21].
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B. BIODEGRADABILIDAD

La biodegradabilidad es la capacidad que presenta un material de gran peso
molecular, para descomponerse en particulas de menor tamafio, a partir de la
interaccion con elementos bioldgicos. Esta caracteristica en los plasticos, se
considera se cumple cuando los materiales poliméricos se pueden descomponer en
compuestos como dioxido de carbono, agua, compuestos inorganicos o biomasa
[23]. La capacidad de biodegradabilidad en un polimero se considera como una
solucion al impacto ambiental que los plasticos ocasionan. Ademas, ofrecen una
gran cantidad de ventajas dado que pueden aumentar la fertilidad de la tierra y
pueden ser reciclados para convertirlos a metabolitos de gran utilidad, a partir del

uso de microorganismos y enzimas [24].

La tasa de biodegradabilidad puede variar de horas hasta afios, dependiendo
en gran medida de la naturaleza de los grupos funcionales y del grado de
complejidad de la estructura molecular que presente el polimero. Es por ello que
para controlar dicha tasa, se debe de tomar en cuenta la construccion de una
estructura molecular adecuada o evaluar el uso de catabolismos para lograr la

diminucion de los polimeros de cadenas largas [25].

C. COMPOSTABILIDAD

El compost es el proceso inducido que controla la descomposicion y
transformacion biologica de materiales biodegradables en una substancia parecida
al humus, llamada compost. Muchos de estos procesos generan gases como
producto de la degradacion de materiales, los cuales deben manejarse
adecuadamente y en muchos casos, empleados como combustibles para procesos

de generacion energética [26].
Mientras que un pléastico compostable es aquel que sufre degradacion por

procesos bioldgicos al colocarse en un compost activo y produce en el proceso CO2,

agua, compuestos inorganicos y biomasa, todo esto a una tasa consistente con otros
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materiales compostables conocidos y sin dejar residuos visibles, distinguibles,

toxicos o contaminantes [26].

1. Produccion de metano con compost

El proceso de producciéon de metano a partir de residuos organicos
normalmente se lleva a cabo por una digestion anaerdbica, en la que se genera dicha
molécula, con didéxido de carbono y otros componentes minoritarios. Este gas es

empleado comiinmente como combustible para generacion de energia [26].

La digestion anaerdbica es un proceso biologico complejo y degradativo en
el cual parte de los materiales orgdnicos de un substrato (residuos animales y
vegetales) son convertidos en biogas, mezcla de diéxido de carbono y metano con
trazas de otros elementos, por un consorcio de bacterias que son sensibles o
completamente inhibidas por el oxigeno o sus precursores. Utilizando el proceso de
digestion anaerdbica es posible convertir gran cantidad de residuos, residuos
vegetales, estiércoles, efluentes de la industria alimentaria y fermentativa, de la
industria papelera y de algunas industrias quimicas, en subproductos ttiles. En la
digestion anaerobia mas del 90% de la energia disponible por oxidacion directa se
transforma en metano, consumiéndose s6lo un 10% de la energia en crecimiento

bacteriano frente al 50% consumido en un sistema aerobico [26].

D. BIOPOLIMEROS

Los polimeros sintéticos convencionales, se obtienen a partir del petroleo.
Sin embargo, en la tltima década se ha observado la necesidad de descentralizar al
petroleo como materia prima para una gama amplia de productos. Los polimeros no
son la excepcion, ya que dentro de estos, los biopolimeros han tomado auge. La
razén de esto se debe principalmente que los biopolimeros se pueden sintetizar a
partir de desechos organicos naturales, lo cual es mas llamativo viéndolo desde el

punto de vista de la sostenibilidad [27].
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Los biopolimeros a su vez, segin indica Reddy et al. [28], presentan “la
ventaja de poder ser procesados con las mismas tecnologias que se utilizan con los
polimeros convencionales; tales como la extrusidon, inyeccion o soplado”.
Asimismo, presentan las mismas aplicaciones, ya que se pueden utilizar en la

industria textil, empaques, equipo médico, entre otros [29].

E. CLASIFICACION DE BIOPOLIMEROS

Los polimeros se pueden clasificar a partir de su origen, es por ello que
aquellos provenientes del petréleo son nombrados sintéticos y los que se obtienen
de recursos renovables son conocidos como biopolimeros. A pesar de ello, no
necesariamente se tienen que basar en materias primas renovables para poder ser
biopolimeros; ya que existen polimeros sintéticos que son biodegradables y por lo
tanto se les reconoce como biopolimeros. De la misma forma, no todos los
biopolimeros que utilizan de materia prima recursos renovables son biodegradables
[30].

De acuerdo a Valero-Valdivieso et al. [31], los biopolimeros se pueden
clasificar a partir de su fuente de materia prima. Es por ello que se pueden
simplificar en tres categorias; los que se basan en recursos renovables, los polimeros
que se basan en mondmeros bioderivados y los que son sintetizados por
microorganismos. Dentro de la wultima categoria se encuentran los

polihidroxialcanoatos, mejor conocido como PHA.
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Figura 1. Clasificacion de los Biopolimeros de acuerdo con su fuente de
materia prima

Biopolimeros
Monémeros Sintetizados por
Recursos Renovables . . X .
bioderivados microorganismos

Polihidroxialcanoatos
(PHAs)

Fuente: (Rodriguez-Sepulveda & Orrego-Alzate, 2016)

F. FERMENTACION

Una fermentacion consiste de un sistema en el que sustratos se convierten
en productos por la interaccion con microorganismos. Dicha interaccidon produce
cambios en el sistema a través de las rutas metabodlicas de los organismos vivos, que
cambian poblacionalmente por su ciclo de vida, a la vez que generan productos y
subproductos [32].

De manera que, cuando se siembran microorganismos en un medio de
cultivo apropiado, los mismos comienzan a dividirse activamente empleando los
nutrientes que le aporta el medio de cultivo para fabricar nuevos microorganismos.
Este proceso continuia hasta que algin nutriente del medio de cultivo se agota, este
seria el sustrato limitante. Consecuentemente el crecimiento se detiene. También
puede detenerse el crecimiento por acumulacion de alguna sustancia inhibidora
formada por las mismas células, como puede ser una alta concentracion de alcohol
[32].

Si se supone que en este caso se detiene el crecimiento a causa del
agotamiento del sustrato limitante, se puede considerar dos aspectos fundamentales

que definen al crecimiento microbiano. Estos aspectos serian, por un lado el
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estequiométrico, ya que la concentracion final de microorganismos obtenidos
dependera de la concentracion y composicion del medio de cultivo, y por la otra
parte el de tipo cinético, el que dird con qué velocidad se lleva a cabo el proceso

[32].

1. Crecimiento celular

Inicialmente el mosto es un medio adecuado para el crecimiento y poco a
poco se va volviendo inhospito debido a la disminucion de azlicares y nutrientes y
al incremento de la concentracion de alcohol u otros compuestos. Cuando el medio
es favorable, los microorganismos se multiplican por via vegetativa asexual durante
la mitosis, mientras que al final de la fermentacion, comienzan usualmente a
reproducirse sexualmente por meiosis, sefial de que el medio de vida es muy

desfavorable como consecuencia de la falta de nutrientes [32].

En el metabolismo celular, no todo el sustrato es consumido para la
formacién de nueva biomasa, sino que parte se emplea para el mantenimiento
celular, otra para la produccion de producto y otra parte se dirige al desarrollo
celular. Por esto, surge el concepto de rendimiento global estequiométrico (tedrico)
y el aparente. El rendimiento estequiométrico se define como la cantidad de
biomasa o producto formado por la cantidad de sustrato consumido con esa
finalidad. El rendimiento estequiométrico seria la cantidad de biomasa o producto

presente entre la cantidad total de sustrato consumido [32].

El rendimiento tedrico es dificil de hallar ya que el proceso es complejo y
no se puede averiguar qué cantidad de sustrato va dirigido a la formacion de nuevas

células y a sus funciones vitales [32].

El crecimiento celular consta de cuatro fases (ver Figura 2), la primera se
refiere a la fase de latencia, donde las células permanecen inactivas. La segunda
fase es la de crecimiento exponencial, el medio rico en nutrientes propicia tal

desarrollo hasta llegar hasta la tercera fase. Esta es la fase estacionaria, en ella el
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numero de células que crecen nuevas es igual al nimero de células que perecen. La
ultima fase corresponde con un medio hostil donde se carece de alimento para el

desarrollo de la biomasa y se llega a la muerte de tales organismos [32].

Figura 2. Fases de crecimiento celular en funcion del tiempo
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Fuente: (Lee, 2009).

La descripcion detallada para cultivos por lotes, describe la densidad celular
de los microorganismos a lo largo del tiempo en un cultivo. Estd conformado por

las siguientes fases:

A. Adaptacion: es la fase inicial en la cual las células se adaptan al medio y las
condiciones del ambiente. A pesar de que no existe un cambio en el nimero
de células, estds crecen y aumentan su tamano. La duracion de esta fase es
variable y depende de factores como la edad de las células, la concentracion
del indculo, la composicion del cultivo y las condiciones a las que esta

expuesto [32].

B. Aceleracion: se incrementa en nimero de células y la velocidad de division
celular alcanza un punto maximo que graficamente se ve como un minimo
en una curva tipica de crecimiento celular como la que se muestra en la

Figura 2 [32].
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C. Crecimiento exponencial: en esta fase, el nimero de células se incrementa

de manera exponencial. La velocidad de crecimiento se mantiene en

aumento, mientras que la tasa de division celular permanece constante [32].

D. Desaceleracion: se caracteriza por un descenso en la velocidad de

crecimiento celular, asi como en la tasa de division [32].

E. Estacionaria: no existe cambio neto del numero de células en la poblacion.

F.

La concentracion celular permanece en el valor méximo alcanzado durante
la fase de crecimiento exponencial. El agotamiento de nutrientes o la
presencia de productos toxicos formados durante el metabolismo de las

células limitan su crecimiento [32].

Muerte: las células comienzan a morir. El nimero de células viables en el
medio decrece tras haber agotado los nutrientes disponibles en el medio y

la energia almacenada [32].

G. REACTORES

Existen tres tipos de reactores ideales:

Reactor por lotes (Batch): En este equipo, los reactivos se cargan en un
contenedor, se mezclan entre si y permanecen por un tiempo hasta que se
haya llevado a cabo la reaccion, finalizando con la descarga del producto

[33].

Reactor en flujo piston (PFR, plug-flow reactor): Puede operar tanto en
continuo como por lotes y se le conoce de esta manera por el tipo de flujo
que maneja, debido a que no hay elementos de mezclado a lo largo del paso

del flujo [33].
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e Reactor continuo de tanque agitado (CSTR, continous stirred tank reactor):
Este reactor contiene un agitador o un elemento que permite la mezcla de
los reactivos, de tal forma que existe una buena homogenizacion y un estado
estacionario. Posee un flujo de entrada y salida, que permiten conservar las

condiciones estacionarias en el equipo [33].

Figura 3. Reactores ideales a) reactor por lotes Batch, b) reactor de flujo
piston PFR, ¢) reactor continuo de tanque agitado CSTR.

Mezcla

Alimentacion Uniforme

Alimentacién Producto

Mezcla
Uniforme Producto
(a) (b) (©)

Fuente: (Levenspiel, 1999).

En el caso del reactor por lotes el tiempo de reaccion para llegar a una
conversion especifica de sustrato (Xa) partiendo de una concentracion de sustrato
(Cao) cuando la densidad permanece constante se describe de la siguiente manera

[33]:

Ecuacion 1. Tiempo de reaccidon en un reactor por lotes con densidad constante.
Donde Cap es la concentracion inicial de sustrato, Xa la conversion del sustrato y -
ra la velocidad de consumo de sustrato. Fuente: Levenspiel, 1999

Xadx Cadc
t:CAof —A:‘f dta
0 Cc

—Ta 40 T4
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Figura 4. Representacion grafica de la operacion de un reactor por lotes con
densidad constante.

Area = 1/Cpq,
1 fra

0 Xp
Fuente: (Levenspiel, 1999).

El tiempo requerido para que se lleve a cabo la reaccion puede ser

determinado con el area debajo de la curva de -1/rA [33].

En el caso de los reactores PFR y CSTR se utilizan dos términos diferentes:
espacio-tiempo Tt y el espacio-velocidad s. El espacio-tiempo se refiere al tiempo
requerido para procesar un volumen de alimentacidon a condiciones especificas,
mientras que el espacio-velocidad es el nimero de volimenes de alimentacion a
condiciones especificas que pueden ser tratados en una unidad de tiempo. El reactor
PFR comparte la misma ecuacion de disefio que un reactor por lotes, inicamente se

hace la distincion del uso del espacio-tiempo en vez del tiempo de reaccion [33].

Ecuacion 2. Relacion entre el espacio-tiempo y el espacio-velocidad. Donde Cao
es la concentracion inicial de sustrato, V el volumen del reactor y Fao el flujo de
alimentacion.

Fuente: Levenspiel, 1999

1 CyV
T=—=
S

Fyo

Los CSTR tienen una concentracion homogénea en todo el sistema, por lo
que alcanzan un estado estacionario. Por lo tanto, el espacio-tiempo se describe de

la siguiente manera:
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Ecuacion 3. Espacio-tiempo para un CSTR. Donde Cap es la concentracion inicial
de sustrato, Xa la conversion de sustrato, Ca la concentracion instantanea de
sustrato y -ra la velocidad de consumo de sustrato.

Fuente: Levenspiel, 1999.
;= CaoXa _ Cao — C4 Ca

—Ta T4 Cao

Figura 5. Representacion grafica de la operacion de un CSTR con densidad
constante.

V(C,
Area =7 = —ho
_lI Fpo

Condiciones

w internas y
en la salida

del reactor

Fuente: (Levenspiel, 1999).

H. CINETICA

1. Cinética de crecimiento celular

A pesar de que le crecimiento de las células es un fendmeno muy complejo,
a menudo se puede obtener una descripcion global buena del mismo a través de
ecuaciones relativamente sencilla. Entre ellas la més usada es la ecuacion de
Monod. Esta ecuacion describe el crecimiento celular en funcién de la

disponibilidad de un sustrato limitante y se puede expresar de la siguiente manera

[32]:

Ecuacion 4. Estequiometria de la reaccion de consumo de sustrato para formacion
celular y de productos
Fuente: Lee, 2009
Sustrato (S) + Células (X) — Mas células (X) + Producto (P)
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Ecuacion 5. Expresion de la velocidad de crecimiento celular (rx), donde S es la
concentracion de sustrato, X es la concentracion de células, t es el tiempo, Ks es la
constante de afinidad al sustrato y um es la velocidad méxima de crecimiento
especifica.

Fuente: Lee, 2009

_dX _ S-X
g THEmk ks

Es bastante comtn expresar la ecuacion en funcion de la velocidad
especifica de crecimiento:

Ecuacion 6. Expresion de la velocidad especifica de crecimiento celular (n),
donde S es la concentracidn de sustrato, Ks es la constante de afinidad al sustrato
y um es la velocidad maxima de crecimiento especifica.

Fuente: Lee, 2009

_ Um - S
K, +S

U

En la cual pm es el médximo valor que puede alcanzar la velocidad de
crecimiento especifica cuando S >> Ks y las concentraciones del resto de nutrientes
no han cambiado de forma considerable [32]. Ks es el valor de la concentracion del
nutriente limitante a la que la velocidad especifica de crecimiento es la mitad de la
maxima. Para valores de S inferiores a Ks, la velocidad de crecimiento depende de
una forma lineal de S, mientras que para valores superiores, el valor de p se hace

independiente de S [32].

Uno de los inconvenientes que plantea el uso de la ecuacién de Monod es la
correcta determinacion del valor de Ks, ya que este es normalmente muy pequefio
y no es facil de averiguar [32].La ecuacion de Monod es muy simple y no siempre
permite obtener una buena representacion de los datos de crecimiento de un
microorganismo. Por ello se han desarrollado otros modelos mas complejos basados

en este [32].
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El modelo de Monod describe solo a los periodos de crecimiento

exponencial y a la fase estacionaria [32].

Figura 6. Dependencia de la velocidad especifica de crecimiento respecto a la
concentracion de sustrato limitante segun la ecuacion de Monod.

Fuente: (Lee, 2009).

En términos mas complejos se puede usar la ecuacion logistica, que es un
modelo sencillo donde se considera que la velocidad de crecimiento de las células
solo depende de la concentracion de las células pero incluye ademds un término de

inhibicion proporcional al cuadrado de la concentracion de biomasa [32].

Ecuacion 7. Expresion de la velocidad de crecimiento celular, donde X es la
concentracion de microorganismos, k y 3 son constantes de proporcionalidad e
inhibicion respectivamente.

Fuente: Lee, 2009

dX—kX X2
dt B
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2. Rendimientos

Los rendimientos se definen como la relacion entre el producto obtenido y
el sustrato consumido, usualmente referidos a la fuente de carbono y energia. El
rendimiento celular se define a través del concepto de nutriente limitante. Un
nutriente limitante es aquel sustrato que cuyo consumo controla la velocidad de
produccion de biomasa. Es decir que la velocidad de crecimiento celular es funcion
de tal nutriente. En muchos casos existen mas de un nutriente u otros factores que
intervienen en dicha velocidad, pero para simplificar se considera siempre que solo

uno es el esencial y el mas importante [32].

A través de este concepto de sustrato limitante se puede definir el

rendimiento del proceso con la siguiente expresion:

Ecuacion 8. Rendimiento de concentracion de microorganismos con respecto al
consumo de sustrato (Yx/s), donde S representa la concentracion de sustrato y X
es la concentracion de microorganismos
Fuente: Lee, 2009

AX  Biomasaproducida g X seca

Yys =—== = -
¥/S ™ AS ~ Consumo sustrato g S consumido

El sustrato normalmente es la fuente de carbono. El rendimiento estd en
funcién de tal fuente de Carbono usada y las condiciones del proceso, por lo que
puede variar durante el proceso. Ademas, el consumo de sustrato no estd dedicado

solo a la produccién de biomasa [32].
Este tiene tres cometidos: para asimilacion de los microorganismos como

material celular, provision de energia para la sintesis celular y energia para el

mantenimiento del cultivo [32].
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Entonces la siguiente ecuacion representa el consumo total del sustrato:

Ecuacion 9. Cambio de concentracion de sustrato, asignado a cada uno de los
componentes en los que es empleado
Fuente: Lee, 2009
AS = (AS)yc + (AS)¢ + (AS)y

Sustrato total = Sustrato empleado asimilacion materia celular
+ Provisién Energia sintesis celular + Energia mantenimiento cultivo

De manera que se obtiene:

Ecuacion 10. Inverso del Rendimiento de concentracion de microorganismos con
respecto al consumo de sustrato (1/Yx/s), donde S representa la concentracion de
sustrato y X es la concentracion de microrganismos
Fuente: Lee, 2009

AS_ 1 (M) (8S)c | (AS)y
M Ygs . @x) T @xn T an

El rendimiento tedrico se define como AX/ (AS)mc que es el sustrato
empleado en la asimilacion de los microorganismos como material celular.
También se llama el rendimiento del crecimiento. Este rendimiento permanece

constante si la composicion celular se mantiene constante [32].

Sin embargo, el rendimiento global dependera de la fraccion de sustrato
consumido en cada una de las actividades celulares [32]. El rendimiento definido
mediante la ecuacion 1 se refiere al rendimiento celular, existen otros rendimientos
referidos a otros parametros del proceso o en funcion de otras variables. Estos

pueden ser como los que siguen a continuacién [32]:
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Ecuacion 11. Rendimiento de formacion de producto con respecto al consumo de
sustrato (Yp/s), donde S representa la concentracion de sustrato y P es la
concentracion de producto

Fuente: Lee, 2009

AP  Producto generado g/ mol P
Yoss = 5o = =

Consumo Sustrato g/ mol S consumido

Ecuacion 12. Rendimiento de formacion de subproducto con respecto al consumo
de sustrato (Yc/s), donde S representa la concentracion de sustrato y C es la
concentracion de subproducto

Fuente: Lee, 2009

AC  Subproducto generado Mol C Producido

¢/s = AS ~ Consumo Sustrato Mol S Consumido

Ecuacion 13. Tasa de crecimiento molar, donde S representa la concentracion de
sustrato y X es la concentracion de microorganismos

Fuente: Lee, 2009
g X seca

Tasa Crecimiento Molar = -
mol S consumido

Con todo esto se puede escribir la siguiente ecuacion:

Ecuacion 14. Velocidad de consumo de sustrato (rs), donde S representa la
concentracion de sustrato y X es la concentracion de microorganismos y Y son los
rendimientos correspondientes

Fuente: Lee, 2009

1 1 1
TS:—Y—XT'X— ETP— Y—CTC
s S S
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3. Cinética de consumo de sustrato

El sustrato consumido por el microorganismo tiene como finalidad el
crecimiento celular, mantenimiento de las actividades vitales y la generacion de
producto, para el caso donde la formacion de producto no esté asociada de forma

directa al metabolismo energético [32].

Para modelar la variacion de la concentracion del sustrato con el tiempo se
proponen diversas ecuaciones. La primera es la mas utilizada, pero no es siempre

aplicable. Por ello aparecen las demas ecuaciones [32]:

Ecuacion 15. Velocidad de consumo de sustrato sin formacion de producto y sin
mantenimiento celular, donde S representa la concentracion de sustrato y X es la
concentracion de microorganismos y Y es el rendimiento correspondiente
Fuente: Lee, 2009

ds 1 (dX )
dt — Yys\dt
Ecuacion 16. Velocidad de consumo de sustrato sin formacion de producto,
donde S representa la concentracion de sustrato, X es la concentracion de
microorganismos, Y es el rendimiento correspondiente y m es el rendimiento de

mantenimiento celular

Fuente: Lee, 2009

as 1 <dX) "
at = vx\dt) "X
S
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Ecuacion 17. Velocidad de consumo de sustrato, donde S representa la
concentracion de sustrato, X es la concentracion de microorganismos, Y es el
rendimiento correspondiente, P es la concentracion de producto y m es el
rendimiento de mantenimiento celular
Fuente: Lee, 2009

ds 1 (dX ) 1 (dP

at = Vs \at &)~

Yo/s

4. Cinética de formacion de producto

De manera analoga al modelo cinético de consumo de sustrato se plantean

diferentes ecuaciones para modelar la formacion de producto [32]:

Ecuacion 18. Velocidad de formacion de producto, donde S representa la
concentracion de sustrato, P es la concentracion de producto y Y es el rendimiento
correspondiente

Fuente: Lee, 2009

dP__, (dS
dat P/5<dt)

Ecuacion 19. Velocidad de formacion de producto, donde S representa la
concentracion de sustrato, X es la concentracion de microorganismoy Y es el
rendimiento correspondiente

Fuente: Lee, 2009
dpP __y ax
de P <dt)

Y mediante el uso de las dos ecuaciones anteriores se obtiene el modelo de

Luediking-Piret, parcialmente asociado al crecimiento [32].
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Ecuacion 20. Velocidad de formacion de producto, donde S representa la
concentracion de sustrato, X es la concentracion de microorganismos, y oy 3 son

las constantes de crecimiento asociado y no asociado correspondientemente

Fuente: Lee, 2009

dp _ Xy
dt_a<dt) B

5. Fenomenos fisicos en modelos cinéticos

La difusion de un soluto puede considerarse analoga al flujo de calor, y la
ley de Fick establece que el ritmo de difusion por unidad de superficie, en direccion
perpendicular a ésta, es proporcional al gradiente de la concentracion de soluto en
esa direccion. La concentracion es la masa de soluto por unidad de volumen, y el
gradiente de concentracion es la variacion de concentracion por unidad de distancia

[34].

Si se coloca con cuidado una gota de anilina en un vaso de agua, veremos
que el color se difunde por el agua. El proceso puede durar varias horas (suponiendo
que no sacudimos el vaso), pero al final el color serd uniforme. Esta mezcla se
produce a causa del movimiento aleatorio de las moléculas y se denomina como
hemos visto: difusion. También en los gases se produce la difusion y de manera
mucho mas rapida. Cuando se destapa un frasco de perfume, su aroma puede
percibirse en todos los puntos de la habitacion poco después, aunque el aire este en
reposo. Y si quemamos algo en la estufa, el olor, asi como el humo visible, se
difunde por la casa. En cada caso, la sustancia que se difunde se mueve de una

region en la cual tenga una gran concentracion a otra en la cual ésta sea baja [34].

Si se vierte una disolucion concentrada de azicar en un recipiente que
contiene agua, la mezcla se hace gradualmente homogénea mediante la difusion de
las moléculas del soluto en la region del agua pura y la difusion de las moléculas de

agua en sentido opuesto. Si en lugar de colocar la disolucion de azicar directamente

30



en el agua, la separamos fisicamente de ésta por una capa de papel pergamino, se
impide la difusion hacia afuera del soluto. Se dice que el papel es impermeable al
soluto, en este caso el azcar. Las moléculas de agua, sin embargo, pueden
difundirse libremente en sentido opuesto, y debido a esto el nivel de la disolucion
se eleva en el tubo estrecho, indicando un incremento de presion. Se dice que el
papel pergamino es una membrana semipermeable, y el proceso de difusion
selectiva a través de tal membrana se denomina 6smosis. La presion osmdtica es la

presion que tendria que ejercerse sobre la disolucion para evitar la dsmosis [34].

Parece extrafio a primera vista que el agua pase de una region de baja presion
a otra de presion mayor. Pero ha de tenerse en cuenta que, antes de que el proceso
se inicie, la presion del agua en la disolucion es menor que la presion del agua fuera,
ya que la presion total de la disolucion es la misma que la del agua, y el soluto hace
una contribucion a la presion total. La presion osmotica iguala las presiones del
agua dentro y fuera y, en consecuencia, la presion osmotica final es la presion

debida solamente a la presion de las moléculas de soluto [32].

El estudio sistematico de la 6smosis comenzo6 hacia mediados del siglo XIX
con observaciones detenidas en las células vegetales. Cuando una célula vegetal se
coloca, por ejemplo, en una disolucidon concentrada de azucar, la parte viva de la
célula (protoplasto) se contrae separandose de la membrana, si bien cuando las
células asi tratadas se separan y se colocan en agua pura, los protoplastos se
agrandan de nuevo. Este fendmeno se conoce como plasmolisis, y se observa

facilmente al microscopio [32].

Se encuentra experimentalmente que, en disoluciones diluidas, la presion
osmotica es proporcional a la concentraciéon de soluto, o sea inversamente
proporcional al volumen de la disolucion. También es proporcional a la temperatura
absoluta. La rapidez de difusion por unidad de area de seccion transversal en una
direccion determinada es proporcional al cambio de la concentracion del soluto en

esa direccion. La ecuacion para esta ley es la ecuacion 21 [32].
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Ecuacion 21. Flujo mésico de material debido a la difusion, donde A es el area de
la seccion transversal, C es la concentracion del soluto (que se supone constante
sobre cualquier seccion transversal del tubo), D es el coeficiente de difusion, y se

llama gradiente de concentracion Fuente: Lee, 2009

Am AAC
At Ax

Valores tipicos de D para la difusion en agua de moléculas importantes en
biologia van desde 1 10""' a 100 x 10 -"" m? /s, para un rango de pesos moleculares
de cerca de 10%. La Ley se ha verificado experimentalmente de muchas maneras y
es muy importante para la determinacion del peso molecular de moléculas

biologicas por medio de ultracentrifugacion [32].

Puesto que todos los organismos vivos se componen de una o mas células
rodeadas por membranas, la difusion de sustancias a través de membranas
biologicas es cuestion de suma importancia. Por diversas razones no es posible
caracterizar las membranas biologicas por un coeficiente de difusion D, pero es
posible combinar el espesor desconocido Ax de la membrana con D en un
coeficiente de permeabilidad P, definido en términos de rapidez de transferencia de
masa, utilizando la ecuacion 22 [32].

Ecuacion 22. Coeficiente de permeabilidad P, donde A es el area, C;, es la
concentracion de la sustancia que difunde en el interior de la célula y Co es la
concentracion en el exterior

Fuente: Lee, 2009

Am /At

p=——"8L_
A(C; — Gy)

Donde A es el area, C;, es la concentracion de la sustancia que difunde en el

interior de la célula y Co es la concentracion en el exterior. Para muchos tipos de
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células, se ha determinado el coeficiente de permeabilidad que nos da informacion
muy util en los estudios de la membrana celular. La ecuacion anterior es s61o para
gradientes de concentracion, pues si hay iones presentes y sus correspondientes

gradientes electroquimicos, es necesario un tratamiento distinto [32].

Sustancias como el pergamino y algunos materiales vegetales, tienen la
propiedad de permitir que ciertas moléculas difundan a través de ella, pero otras no.
En la figura se muestra un tubo con un trozo de pergamino sujeto a su extremo

inferior y con una disolucion de azlicar en su interior, estd sumergido en agua [32].

Las moléculas de agua difunden a través del pergamino hacia el interior del
tubo de acuerdo con la ley de Fick, ya que hay una mayor concentracion de agua
fuera del tubo que dentro de ¢1, pero las moléculas de azicar, mas grandes, no se
pueden difundir hacia afuera. Este proceso se llama 6smosis. El liquido asciende
por el tubo, hasta el momento en el que la presion causada por la altura de la
columna es suficiente para detener una difusion ain mayor, o hasta el instante en
que la membrana se rompa. Esta presion que se establece por causa de la difusion
en un solo sentido se llama presion osmética. La presion osmotica es un factor
importante en el balance del agua entre los tejidos del cuerpo. Las membranas de
todas las células vivas permiten el libre paso del agua; algunas, sin embargo, son
selectivas a otras moléculas pequeias, y la presion osmotica puede ser importante.
Los glébulos rojos (eritrocitos) estallan inmediatamente después de sumergirlos en

agua destilada [32].

I. MODELOS CINETICOS

Un modelo cinético es una expresion matematica que relaciona las variables
que influyen en el crecimiento microbiano. Para describir apropiadamente la
cinética es necesario que el modelo considere los parametros de cultivo, como: la

luz disponible, el sustrato limitante, las variaciones de pH y temperatura, etc. [35].
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La velocidad especifica de crecimiento puede ser descrita utilizando
diferentes modelos que ya han sido validados y son comunmente utilizados.

Algunos de estos se muestran en el Cuadro 1.

Cuadro 1. Modelos cinéticos utilizados para describir la velocidad especifica
de crecimiento microbiano

Nombre Modelo Descripcion
Modelo maés utilizado por su simplicidad y por considerar
Monod _ HmaxS el efecto del sustrato limitante en el crecimiento
H=7—"=< . .
Ks+S microbiano.
Este modelo contempla el efecto simultaneo del sustrato
Contois _ MmaxS limitante y la concentracion de células en el crecimiento.
=Ty o . o . . .
KsX +S Suele utilizarse para describir cultivos de microorganismos

fotosintéticos, dado que la concentracion celular disminuye
la penetracion de la luz en el sistema.

Es un modelo complementario al de Monod que introduce

Haldane _ PmaxS el efecto de la inhibicion del sustrato. Ki representa la
. Ks+S+ _IS(_Z constante de inhibiciéon y es igual a la concentracion de

I sustrato que inhibe el crecimiento.
Tiessier U= Umax * (1 — Es un modelo exponencial que describe la velocidad de
ek+s) crecimiento especifica como una funcién continua de la

concentracion de sustrato, como en la de Monod, pero la
transicion de a la concentracion de saturacidn es mas
aguda.

Fuente:(Tebanni, et al., 2014)

El uso de células vivas para la produccion de productos quimicos crece
anualmente con ritmos asombrosos. Tanto microorganismos (bacterias, hongos,
algas) como células humanas, vegetales o animales se utilizan para la produccion
varios productos quimicos, como por ejemplo insulina, antibidticos,
biosurfactantes. Son responsables también de la produccion de alcohol via
fermentacion, produccion de quesos, vinos, champagne, etc. También los procesos

bioldgicos son muy usados en el tratamiento de residuos y efluentes [35].
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J. CLASIFICACION DE LOS ORGANISMOS VIVOS

Los organismos vivos pueden clasificarse en base a diferencias de la
estructura celular en dos grandes grupos: eucariotas y procariotas [36]. Las células
eucariotas son considerablemente mas grandes que las procariotas, pero ademas de
esta tienen otras diferencias en la estructura intracelular. Las células eucariotas
tienen un nucleo bien definido que estd rodeado por una membrana para proteger
las moléculas de DNA que constituyen el material genético. Por otro lado, las
células procariotas tienen una region nuclear que no esta rodeada por una membrana

y que contiene una Unica molécula de DNA [36].

Las eucariotas a su vez se dividen en organismos multicelulares (donde las
células tienen funciones especificas) y los organismos unicelulares (donde todas las
células llevan a cabo la misma funcion). Las eubacterias y las archaebacteria tienen
una quimica celular diferente. Las primeras incluyen a la mayoria de las bacterias
que son usadas en los tratamientos bioldgicos, la mayoria de los organismos que
viven en el aire y agua y la mayoria de los organismos patégenos de humanos y
otros mamiferos. Las archaebacteria incluyen algunas especies anaerdbicas, como
también algunas otras que viven en condiciones extremas (alta temperatura, bajo
PH, etc.). Las eubacterias y archaebacteria se refieren simplemente como bacterias

[36].

Figura 7. Clasificacion general de los microorganismos en funcion de la tipologia de
células de las que estan constituidos.

Organismos Vivos

I

Procariotas Eucariotas

Organismos Unicelulares Organismos Multicelulares

Eubacteria Arquibacteria (protozoo, algas, hongos) (animales, plantas)

A

>
>

Microorganismos (organismos unicelulares)

Fuente: (Shuler & Kargi, 2002).
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1. Principales tipos de microorganismos

Microorganismo es el término que cominmente se utiliza para describir una
célula Unica libre. Esta definicion hace que dentro de los microorganismos se
encuentren tanto las células procariotas como los organismos unicelulares de las

eucariotas [36].

a. Bacterias

Las bacterias tienen tres formas generales: esférica, baston y espiral. Un
dibujo simplificado de una célula bacteriana se presenta en la Figura 8.2. Las
bacterias tienen una capa en alguna medida "desorganizada" que estd compuesta
por polisacaridos y es conocida como cépsula. Tienen también una pared rigida y
una membrana que encapsula el citoplasma donde ocurren las reacciones. El nticleo
contiene los componentes genéticos de la célula. La mayoria de las bacterias pueden
moverse y lo hacen con el flagelo. El tamafo de las bacterias depende de la etapa
de crecimiento en la que se encuentren. Una célula que no ha tenido nutrientes
suficientes puede ser tan chica como 0.2 pm de didmetro. Sin embargo, las bacterias
de laboratorio tienen un diametro que oscila entre 0.5 y 1.0 um, mientras que las

del tipo baston son de 0.5 x 3 um [36].

Figura 8. Ilustracion de una célula tipica bacteriana y sus organelos.

Capsula
-

Membrana

Inclusion granular

Flagelo

Citoplasma

I Regién nuclear
Plasmido 9

Fuente: (Shuler & Kargi, 2002)
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Las bacterias se clasifican en las aerdbicas (que necesitan oxigeno para
vivir) y las anaerobias (que crecen s6lo en ausencia de oxigeno). Algunas

bacterias son capaces de formar endoesporas (esporas dentro de la célula) [36].

Las bacterias pasan a este estado cuando las condiciones de crecimiento le
son muy adversas, es una técnica de supervivencia. Cuando las condiciones de
crecimiento mejoran, vuelven al estado vegetativo. Las esporas son muy resistentes

al calor y no son muy féciles de destruir con radiacion o agentes quimicos [36].

b. Hongos

Los hongos, que no se pueden mover, pueden utilizar material organico e
inorganico para crecer. Entre los hongos mas conocidos cabe mencionar: las
levaduras, moho y hongos comestibles. Respecto a las bacterias los hongos son
menos numerosos, crecen a velocidades relativamente mas lentas, y los procesos
metabolicos que pueden desarrollar son més restringidos. Suelen ser mas tolerantes

a los medios 4cidos pero mas sensitivos al contenido de humedad [36]

K. BACILLUS

Los Bacillus son una especie de procariotas que se caracterizan por tener
forma de baston y formar baterias en forma de esporas. En su mayoria, son Gram
positivo con la cualidad de ser aerobicas o facultativamente anaerdbicas. Los
Bacillus se pueden clasificar de varias maneras, de acuerdo a su bioquimica y
crecimiento con diferentes sustratos, entre otros. Sin embargo, de manera
simplificada se pueden clasificar en tres grandes categorias: patogénica, ambiental

y propdsitos industriales [37].
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Cuadro 2. Condiciones de crecimiento de especies de Bacillus

Especie Rango de pH Rango de temperatura
Bacillus cereus 4.3-93 4-50°C
Bacillus subtilis 5.0-8.3 10-50 °C

Bacillus licheniformis 5-9.5 >15-55°C
Bacillus pumulis 5-? 10-45 °C

Fuente: (Granum, Arnesen & From, 2014).

1. Bacillus cereus

Las Bacillus cereus, son unas bacterias formadoras de endosporas Gram
positivo, las cuales presentan la capacidad de crecer tanto aerdbica como
anaerobicamente (Granum, Arnesen & From, 2014). Presentan una gran
importancia econdmica, dado que tienen la capacidad de producir varias coenzimas
que dan lugar a diferentes productos de interés para la industria. Dentro de estos
productos se puede mencionar la capacidad de formar los monémeros 3HB y 3HV,
los cuales constituyen a la estructura de biopolimeros como los polihidroxibutiratos

y polihidroxivaleratos respectivamente [38].
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Figura 9. Propuesta de metabolismo central de B. cereus
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Fuente: (Duport & Phhillippe, 2016).

L. POLIHIDROXIALCANOATO (PHA)

Los polihidroxialcanoatos son biopolimeros que se obtienen a partir del
almacenamiento de carbono de los microorganismos, bajo condiciones en donde los
nutrientes son limitados en la presencia de una fuente de carbono en exceso. El
primer polihidroxialcanoato microbial que se descubri6 fue el poli(3-hidroxiburato)
en 1926 (Kessler et al, 2001). Desde su descubrimiento se han reportado mas de
90 tipos de archaes y eubacterias, tanto gram positivas como negativas, que son
capaces de producir PHA en condiciones aérobicas y anaerdbicas. Hoy en dia las
PHA se clasifican en tres categorias: de cadena corta (de 3 a 5 moléculas ), cadena

mediana (de 6 a 14 moléculas ) y de cadena larga (més de 14 moléculas) [39].
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1. Propiedades del los polihidroxialcanoatos

Los PHA presentan propiedades como alta biodegradabilidad en diferentes
ambientes, lo cual los ha convertido en uno de las principales expositores en los
plasticos biodegradables. Tal es el caso de los polimeros (R)-3-hidroxialcanoato
que se encuentran Opticamente activos, los cuales son termoplasticos facilmente
biodegradables con una temperatura de fusion de alrededor 180 °C y presentan
propiedades similares a la de algunos poliésteres convencionales. En el Cuadro 3 se

puede observar la comparacion de estas propiedades [40].
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Cuadro 3. Propiedades de PHAs comparados con poliésteres, polipropileno (PP),
tereftalato de polietileno(PETP) y Nylon 6,6 (N6,6)

Propiedad PHB PHV P(HB.HV) PHO PP PETP N6,6
(4-29%)

Punto de fusion 175 107 157-102 61 176 267 265

Cristalino (°C)

Cristalinidad 89 80 69-39 30 70 30-50  40-
60

Peso  molecular 1-8 2 6 5 2-7 -- --

M,(X10%

Temperatura de 5-15 -16 2a-8 -35 -10 69 50

transicion  vitrea

Ty(°C)

Densidad (g cm™) 1.250 1.2 1.2 1.0 0.905 1.385 1.14

Absorcion de 0.2 -- -- -- 0.0 0.4 4.5

agua (wt %)

Moédulo de 4.0 -- 36.22 6-10 38 70 83

flexion (CPa)

Fuerza de tension 40 -- 36.22 6-10 38 70 83

(MPa)

Extension  para 6 -- 6-10 300- 400 100 60

romper (%) 450

Resistencia UV Buena Buena Buena Buena Deficiente -- --

Resistencia ~ de Deficiente Deficiente -- -- Buena -- --

solvente

Biodegrabilidad + + + + - - -

Fuente: (Sasikala & Romana, 1996)
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2. Microorganismos productores de polihidroxialcanoatos

Tanto los microorganismos procariotas y eucariotas presentan la capacidad
de producir polihidroxialcanoatos. Dependiendo de los microrganismos, se pueden
obtener diferentes tipos de PHAs. En el caso de la Pseudonomas putida se pueden
sintetizar PHAs de 6 a 14 atomos de carbono (Kim etz a/, 2000). De la misma forma
el Bacillus subtilis también es conocido por ser un organismo aprobado por la Food
and Drug Administration (FDA) capaz de producir PHA desde un rango de
homopolimeros hasta copolimeros a partir de azucares simples o complejas

provenientes de desechos industriales [41].

3. Melaza como fuente de carbono para la produccion de
polihidroxialcanoatos

La melaza, también conocida como mieles finales o melaza “blackstrap” se
establece en la industria como los residuos que se dan por parte del proceso de
cristalizacion final del azlcar, de los cuales no es posible la obtencion de azicar
utilizando métodos fisicos. Dichos procesos consisten en las operaciones unitarias
de evaporacion y cristalizacion, las cuales se repiten usualmente hasta tres veces;
llegando a un punto, en donde la concentracion de azucares invertidas y la alta
viscosidad de la melaza, ya no permiten una cristalizacion adicional de la sacarosa

[42].

La melaza que se obtiene del azucar de cana, presenta moléculas como
sucrosa, glucosa, fructosa y también presentan calcio, potasio y vitaminas. Esta
composicion la convierte en una buena fuente de nutrientes para el crecimiento de
células [43]. Segun estudios se estima que al utilizar melaza como sustrato y
disminuir el pH durante la fermentacion favorece la produccion de acido butirico y
valérico. Mientras que con pH altos, se favorece a la formacion de 4cido acético y

acido propionico [44].
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La acumulacion de melaza que se da en el procesamiento del azicar, tiene
repercusiones negativas en el ambiente, derivado de su alta viscosidad [45].
Ademas, se requieren 100 kg de melaza para producto 1L de combustible, el cual
al final de su vida util resulta un problema [45]. Por estas razones, se considera que
el uso de melaza como fuente de carbono para la produccion de PHA es una buena
alternativa para su desecho; y considerando la bioconversion que toma lugar, se

crea la generacion de un producto econémicamente valioso [45].
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VI. METODOLOGIA

A. OBTENCION Y ALMACENAMIENTO DE MELAZA

1. Obtener la melaza de un ingenio azucarero de Guatemala.
2. Mantener la melaza en refrigeracion a 6°C por menos de 6 meses, con el fin de

evitar la descomposicion de la materia prima.

B. ELABORACION DEL MEDIO FERMENTATIVO

1. Solucién de sales

a. Pesar las sales utilizando una balanza analitica OHAUS PA114, de acuerdo
a la formulacion deseada, para la fase experimental de este trabajo es la
cantidad que se muestra en el Cuadro 4.

b. Disolver las sales en alrededor de 500 mL a 1000 mL de agua destilada,
utilizando una estufa a una temperatura de 90°C.

c. Revolver constantemente la soluciéon de sales utilizando un agitador
magnético durante 1 hora.

d. Remover solucion de sales de estufa y dejar enfriar a temperatura ambiente.
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Cuadro 4. Cantidad de sales pesadas para cada corrida de fermentacion

Masa
utilizada
Masa utilizada  Masa utilizada  Masa utilizada  en corrida
en corrida 1 en corrida 2 en corrida 3 4

Especie (x0.0001g) (x0.0001g) (£0.0001g) (x0.0001g)
Cloruro de amonio 0.3276 2.5001 5.0109 14.5046
Bicarbonato de
Sodio 0.1639 1.2499 2.4998 5.001
Fosfato
monopotasico 0.6599 5.0034 10.0035 19.9997
Fosfato de disodio

0.6776 3.9902 7.9762 15.9559
Sulfato de
magnesio
heptahidratado 0.1641 1.2500 2.5015 5.0002
Cloruro de calcio
dihidratado 0.0041 0.0249 0.0512 0.1024
Citrato de amonio
ferrico. 0.01802 0.1256 0.2497 0.5053
Sulfato de zinc
heptahidratado

0.0036 0.2032 0.4062 0.1084
Cloruro de
Manganeso
tetrahidratado 0.0011 0.0753 0.5016 0.0553
Acido borico 0.132 0.7507 1.4994 0.4026
Molibdato de sodio
dihidratado 0.0016 0.0553 0.1102 0.21927
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2. Medio fermentativo

a. Pesar 300 g de Melaza utilizando una bascula OHAUS serie 3000, en un
Beaker Kimax de 2000 mL.

o

Diluir la melaza utilizando alrededor de 1000 mL de agua destilada.

Agitar utilizando una varilla de vidrio.

a o

Calibrar potenciometro.

@

Calentar solucion a una temperatura de 50 °C hasta homogenizar.

lmz)

Invertir azicares agregando paulatinamente 27 mL de 4cido sulftrico al

99% , hasta llegar a pH 1 medido con el potencidmetro Multi-Parameter

Testr Serie 35.

g. Mantener solucidon de azucares invertidas a un pH de 1 y una temperatura
constante de 80°C durante una hora.

h. Retirar la solucién de la estufa Thermo Scientific modelo Cimarec+ y
esperar hasta que se alcance la temperatura ambiente.

i.  Agregar 19.9985 g de escamas de hidréxido de sodio, hasta llegar a un rango
depHde6.5a7.

j. Enfriar solucion de azlcares invertidas hasta llegar a temperatura ambiente

(en un rango de 20-27 °C).

3. Solucién de buffer

a. Buffer de 4cido acético

1) Pesar 25.1373 g de acetato de sodio utilizando una balanza analitica
OHAUS PA114, en un Beaker de 250 mL.

2) Medir 50 mL de acido acético glacial en una probeta de 50 mL marca
ValueWare.

3) Agregar volumen medido de 50 mL en beaker y revolver con agitador
magnético hasta disolver acetato de sodio.

4) Aforar a 500 mL en un balén aforado Kimax.

46



b. Buffer de fosfatos

1) Agregar 6.8043 g de fosfato monopotasico en un Beaker de 250 mL.

2) Agregar 50 mL de agua destilada en Beaker y colocar solucion en estufa.

3) Calentar a 90 °C utilizando agitador magnético, hasta disolver
contenido.

4) Agregar 7.098 g de fosfato de disodio en un nuevo Beaker de 250 mL.

5) Anadir 50 mL en agua destilada y calentar hasta homogenizar solucion.

6) Mezclar ambas soluciones.

7) Agregar solucion buffer en un Balon aforado Kimax.

8) Agregar agua destilada hasta que el menisco alcance la marca del balon.

4. Preparacion de indculo

a. Colocar 1.2 g de caldo nutritivo en un Erlenmeyer con tapadera marca
Kimax de 250 mL.

b. Agregar 150 mL de agua destilada en el Erlenmeyer.
Ingresar Erlenmeyer en la autoclave.

d. Encender el autoclave y programar a 120°C.

e. Una vez alcanzada esta temperatura, mantener contenido en la autoclave
durante 15 minutos.

f. Sacar cristaleria cumplidos los 15 minutos utilizando guantes térmicos y
esperar a que baje la temperatura.

g. Con un asa de estriar, tomar una colonia de cepas Bacillus cereus ATCC®
14579TM e ingresarla al Erlenmeyer con caldo nutritivo esterilizado.

h. Colocar tapadera de Erlenmeyer y sellar utilizando papel film.

i.  Encender Shaker New Brunswick modelo 3-25 y programar la temperatura
a 35 °Cy la maxima a 37 °C.

J.  Colocar Erlenmeyer dentro del Shaker y encender setting de temperatura.

k. Programar el Shaker a 150 rpm y encender setting de agitacion.

. Incubar caldo por 72 horas.
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C. FERMENTACION

1. Limpieza de reactor

= @ oo

Agregar 12 L de agua suavizada en el reactor New Brunswick 3364M.
Encender sistema de reactor y programar 150 rpm en el agitador.
Seleccionando la pestafia del programa de esterilizacion, programar el
sistema de acuerdo a la siguiente configuracion:

i.  Drain Time (min) : 1

ii.  Heat B Temp (°C): 60
iii. ~ Steril Temp (°C): 90
iv.  Steril Time (min): 120

v.  Cool B Temp (°C): 50
vi.  Growth Temp (°C): 35

Iniciar el programa de esterilizacion de acuerdo al tiempo que se
configura en el sistema.

Una vez terminado el programa, se debe de apagar la agitacion.
Colocar manguera en la valvula inferior del reactor.

Abrir valvula y vaciar el contenido de agua dentro del reactor.

Cerrar valvula.

2. Fermentacidn en reactor

o

o a o

a}

Agregar solucion de sales, azlicares invertidas y solucion de Buffer (en
dado caso se utilice bajo esas condiciones) en un recipiente.

Diluir lo mencionado previamente a 10 L y mezclar.

Agregar medio fermentativo en el reactor de New Brunswick 3364M.
Programar agitacion a 150 rpm y encender.

Programar temperatura del sistema a 35 °C y encender.

Dejar fermentar por 96 horas, tomando una muestra cada hora durante
las primeras 24 horas; una cada dos horas a las 48 horas y una cada tres

a las 72 horas.
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g. Al final de cada corrida, se tom6 una muestra significativa de 8L, para
determinar el triplicado a las condiciones que se llevaron a cabo la

fermentacion.

D. PROCEDIMIENTOS ANALITICOS

1. Cuantificacion de azucares en el fermentado

a. Centrifugar muestras de fermentacion en Centrifuga Eppendorf 5804 R
a 5000 rpm durante 15 minutos.
b. Tomar 2 mL del sobrenadante con una pipeta Eppendorf plus 1 - channel

y colocarlo en un tubo de ensayo.

c. Agregar 4 mL de agua destilada al tubo de ensayo.

d. Filtrar y colocar la muestra en viales.

e. Ingresar al sistema la concentracion de la muestra.

f. Inicial el sistema de cromatografia utilizando una columna Agilent Hi-

Plex H Ca 300x7.8mm, Sum, fase movil agua a temperatura de 75°C, un
detector de indice de refraccion a 55°C y un automuestreador a 25°C.

g. Al final de la fermentacién en cada corrida, se tomd una muestra
significativa de 8L, en la cual se realiz6 el mismo procedimiento descrito
en esta seccion y se obtuvo el triplicado para la cuantificacion de

azucares.

2. Determinacion del crecimiento celular

a. Pesar la cantidad de Beakers de 50 mL a utilizar en balanza analitica
OHAUS PA114.

b. Centrifugar muestras de fermentacion en Centrifuga Eppendorf 5804
R a 5000 rpm durante 15 minutos.

c. Descartar sobrenadante y resuspender los sélidos en 20 mL de agua

destilada.
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d. Colocar suspension de solidos en Beaker y secar los sélidos durante
48 horas en la incubadora VWR Symphony de conveccién a una
temperatura de 60 °C.

e. Pesar el solida seco en la balanza analitica.

f. Al final de la fermentacion en cada corrida, se tomo una muestra
significativa de 8L, en la cual se realizé el mismo procedimiento
descrito en esta seccion y se obtuvo el triplicado para el crecimiento

celular.

3. Medicion de pH

a. Una vez centrifugada la muestra, colocar 10 mL en un Beaker de 50
mL.

b. Calibrar potenciometro Starter ST300 marca OHAUS.
Sumergir el potenciometro en muestra.

d. Medir pH.

e. Al final de la fermentacion en cada corrida, se tomo una muestra
significativa de 8L, en la cual se realizd el mismo procedimiento

descrito en esta seccion y se obtuvo el triplicado para el pH.

4. Cuantificacion de polihidroxialcanoatos

a. Agregar 15 mL de hipoclorito de sodio comercial al 5% (m/v) al s6lido
seco obtenido de la determinacion de crecimiento celular.

b. Agregar 15 mL de cloroformo a la suspension de microorganismos
con hipoclorito de sodio al 5%(m/v).
Sellar Beaker con aluminio y papel film.

d. Colocar Beaker en Shaker a una temperatura de 40 °C y 200 rpm
durante 3 horas.

e. Cumplido el tiempo, centrifugar a 5000 rpm durante 15 minutos la

solucion de partes iguales de cloroformo e hipoclorito de sodio.
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f. Trasvasar el contenido de la pastilla liquida que se obtiene a un Beaker
de 50mL.

g. Dejar secar pastilla a temperatura ambiente en un espacio cerrado
durante 72 horas.

h. Pesar solido resultante en una balanza analitica.

i. Al final de la fermentacion en cada corrida, se tom6 una muestra
significativa de 8 L, en la cual se realizé el mismo procedimiento
descrito en esta seccion y se obtuvo el triplicado para la generacion de

PHA.

5. Determinacion de polihidroxialcanoatos

E.

1.

a. Colocar la muestra de alrededor de 0.5 g de polihidroxialcanoatos en
el contenedor para muestras Universal ATR marca PerkinElmer.

b. Ingresar la muestra al sistema y analizarla a una longitud de onda de
400 a 4000 cm! en el espectrometro FT-IR Frontier PelkinElmer.

c. Obtener el espectro de transmitancia en funciéon de la longitud de
onda.

d. Realizar el mismo procedimiento con los estdindares de PHA
transparente y Milky Blanco.

e. Comparar frecuencias de longitud de onda en el sistema.

SIMULACION CON SOFTWARE BERKELEY MADONNA

Determinacion del modelo matematico que describe el crecimiento celular,
consumo de sustrato y generacion de producto a diferentes condiciones,

utilizando el software Berkeley Madonna ®

Procedimiento para el procesamiento de datos de los cultivos realizados a

pequena escala:
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)

2)

3)

4)

Se definidé el modelo cinético de Contois como el més adecuado para
describir la velocidad de crecimiento celular, relacionando el
crecimiento celular y la generacién de producto, con el consumo de
sustrato. Este ajuste se evidencio6 al considerar el comportamiento de los
sistemas fermentativos.

Se importaron los datos correspondientes a los conteos celulares,
concentraciones de los componentes quimicos involucrados y
concentracion de sustrato de las muestras analizadas durante el
experimento realizado o de la corrida correspondiente. Estos fueron
nombrados como “CN”, “CS”, “CP” o con las siglas mostradas en las
figuras.

Se definieron las condiciones iniciales del modelo y el método de
aproximacion Runge-Kutta 4. Se estableci6 un tiempo inicial de 0, un
tiempo final de 100 y un incremento diferencial en el simulador de 0.02.
Se escribid el codigo correspondiente al modelo cinético de Contois
modificandolo de acuerdo con los mecanismos especificos posibles y se
estudiod el que produce la mejor prediccion. Asi mismo, se establecio la
velocidad de consumo de sustrato en funcion de la velocidad de
crecimiento celular y el rendimiento que relaciona a ambos parametros,

Ccomo se muestra a continuacion:

Mu4 = (MuMax4*(Csi4)/(Ks4*CN4+(Csi4)))
Rdl = Mu4*CN4

Rd2 =-Rd1/Yxs4

Rtdm= kt*(Cs4-Csi4)

Mup=Maxp *1/ (1+exp(ksp*Csi4-n))

Rd3 =Mup*(CN4-0.00638)/Ypx4 +B*CP4
Rd31 =1IF TIME <= 22 THEN 0 ELSE
(Mup*(CN40.00638)/Ypx4+B*CPo4)
d/dt(Cs4) = - Rtdm

d/dt(Csi4) = Rd2+Rtdm

d/dt(CN4) = Rdl

[Extracto del codigo escrito en el software Berkeley Madonna ®]
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5) Se ajustaron los parametros “MuMax4”, “Ks4” y “Yxs4” utilizando la
funcion Curve Fit que contiene el software. Los resultados de este ajuste
se leen directamente de forma tabular en el software.

6) Con este ajuste, se procede a importar lo datos correspondientes a
concentracion de producto, subproductos y condiciones de reaccion.

7) Se ajustan los pardmetros (como “Ypss4” o “ksp”) de cada una de las
concentraciones o condiciones utilizando la funcién Curve Fit que
contiene el software. Los resultados de este ajuste se leen directamente
de forma tabular en el software.

8) Si el ajuste se distorsiona por alguna accidn externa al sistema, como un
ajuste manual, debe generarse un modelo discontinuo con operadores
logicos, como los mostrados en el extracto de arriba. Luego de esto,
realizar el ajuste como en el punto 7 y verificar la predictibilidad de las
concentraciones o condiciones.

9) Se escribié un modelo cinético para cada uno de los sets de datos
importados, variando las constantes cinéticas necesarias para propiciar
el ajuste, de acuerdo con lo reportado en el marco teérico y antecedente,
asi como a las deducciones cinéticas. El modelo completo para el mas

complejo de los ajustes se muestra a continuacion:

Mu4 = (MuMax4*(Csi4)/(Ks4*CN4+(Csi4)))

Rd1l = Mu4*CN4

Rd2 =-Rd1/Yxs4

Rtdm= kt*(Cs4-Csi4)

Mup=Maxp *1/ (1+exp(ksp*Csi4-n))

Rd3 =Mup*(CN4-0.00638)/Ypx4 +B*CP4

Rd31 =1IF TIME <= 22 THEN 0 ELSE (Mup*(CN4-
0.00638)/Ypx4+B*CPo4)

Rtdm2 = kt2*(CP4-CPo4)

Rd5 =1F TIME <= 24 AND TIME >=23.98 THEN 130 ELSE IF TIME<=
48 AND TIME>=47.98 THEN 90 ELSE Rd2/YPH
Rd4 = Rd1/Ypss4

Rd6 = Rd2/YRCN

[Extracto del codigo escrito en el software Berkeley Madonna ®]
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Los valores iniciales para las concentraciones de las especies, fueron los

siguientes:

INIT Cs4 =0.01074
INIT CN4 =0.00638
INIT Csi4 =0

INIT CPo4=0

INIT CP4=0

INIT PH4 =7.02
INIT CPs4=0

INIT CNN4=1600
INIT Csi4 =0

[Extracto del codigo escrito en el software Berkeley Madonna ®]
Las ecuaciones declaradas en el cédigo fueron las siguientes:

d/dt(Cs4) = - Rtdm
d/dt(Csi4) = Rd2+Rtdm
d/dt(CN4) = Rdl

d/dt (CPo4) = Rd31
d/dt (CP4) = Rtdm2
d/dt(PH4)=Rd5
d/dt(CPs4)=Rd4

d/dt (CNN4)=Rd6

[Extracto del codigo escrito en el software Berkeley Madonna ®]
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VII. RESULTADOS

Cuadro 5. Resumen de resultados obtenidos durante las experimentaciones y
analisis realizados durante la fermentacion de azucares invertidas de melaza
para la produccion de PHA

Rendimiento de

Corrida concentracion de Condiciones Tipo de modelo
producto con relevantes de la cinético utilizado
respecto a sustrato experimentacion
(Ypss m/m)
1
C:N=855.64+3.27 Contois
10.13+0.44% pH sin regulacion
2 C:N=172.53+1.46 Contois
71.45+€1.63% pH sin regulacion
3 C:N=56.50+0.95 Contois +
18.33+0.79% pH regulado ecuaciones viriales
4 C:N=20.32+0.62 Contois + Tissier
52.27+1.11% pH regulado + Transferencia de
masa

Rendimientos globales calculados en la experimentacion en un reactor New Brunswick con
volumen efectivo de 10 L. Las relaciones C:N se calcularon elementalmente. Los
paradmetros cinéticos y predictibilidades fueron obtenidos empleando el software Berkeley
Madonna.
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A. Calculo de masas finales de la fermentacion y determinacion de concentraciones
finales

Cuadro 6. Relacion de concentraciones y condiciones empleadas en las corridas

experimentales
. C:N C:P T P
Corrida (m/m) (m/m) pH (£1°C)  (+0.1kPa)
1 855.64+3.27 209.51+2.77 4.48+0.72 35 84.4
2 172.53£1.46  43.13£0.81  5.70+0.78 35 84.4
3 56.50£0.95 10.49+0.39  6.52+0.42 35 84.4
4 20324062 8.48+0.11  6.54+0.44 35 84.4

Concentraciones y condiciones medidas en las corridas experimentales en un reactor New
Brunswick con volumen efectivo de 10 L. Detalle de cuantificacion para cada condicion se muestra
en la seccion de metodologia.

Cuadro 7. Rendimientos globales de fermentacion, masa final de células y producto
obtenidas para las corridas experimentales realizadas

Rendimiento de §:ndlmlento Rendimiento de
Masa concentracion .. concentracion de
. Masa final . ) concentracio
Corrid . final de microorganismos producto con
de células n de producto
a producto con respecto a respecto a
(2) con respecto . .
(2) sustrato (Yws microorganismo
a sustrato (yp/s
m/m) m/m) s (Ypix m/m)
1 4.14+0.43  2.89+0.56  14.54+0.64%  10.13+£0.44% 69.66+3.06%
58.0048.5
2 9 56.80£8.49 72.96+£1.81%  71.45+1.63% 97.93+2.43%
37.58+2.5
3 4 36.24+4.53  19.01+0.83%  18.33+0.79% 96.43+3.21%
61.56+4.0
4 6 53.16+£4.74 60.53+£1.35%  52.27+1.11% 86.35%+1.93%

Masas y rendimientos globales calculados en la experimentacion en un reactor New Brunswick con
volumen efectivo de 10 L. Las relaciones C:N se calcularon elementalmente.
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Cuadro 8. Comparativo de la produccion de polihidroxialcanoato en las fases de
crecimiento celular detectadas para cada corrida experimental

Produccién de Produccién de
Produccion de PHA en fase PHA en fase Masa de
PHA en fase Lag Exponencial Estacionaria Producto total

Corrida (£0.01 g) (£0.01 g) (£0.01 g) (£0.01 g)
1 1.21 1.45 0.23 2.89
2 6.00 45.00 5.80 56.80
3 0.00 35.36 0.88 36.24
4 3.26 37.4 12.5 53.16

Masas calculadas en la experimentacion en un reactor New Brunswick con volumen efectivo de
10L.

B. Comportamiento de sustrato, microorganismos, polihidroxialcanoatos y
subproductos con el tiempo

Figura 10. Comportamiento de la concentracion de sustrato y producto en
funcion del tiempo para la corrida 1
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.
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Figura 11. Comportamiento de la concentracion de sustrato y
microorganismos en funcion del tiempo para la corrida 1
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.

Figura 12. Comportamiento de la concentracion de sustrato y producto en
funcion del tiempo para la corrida 2
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.
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Concentracion de Sustrato (g/mL)

Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura

Figura 13. Comportamiento de la concentracion de sustrato y
microorganismos en funcion del tiempo para la corrida 2
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Figura 14. Comportamiento de la concentracion de sustrato y subproductos

Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
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Figura 15. Comportamiento de la concentracion de sustrato y producto en
funcion del tiempo para la corrida 3
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.

Figura 16. Comportamiento de la concentracion de sustrato y
microorganismos en funcion del tiempo para la corrida 3
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.
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Figura 17. Comportamiento de la concentracion de sustrato y producto en
funcion del tiempo para la corrida 4
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Figura 18. Comportamiento de la concentracion de sustrato y
microorganismos en funcion del tiempo para la corrida 4
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
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Figura 19. Comportamiento de la concentracion de sustrato y subproductos
en funcion del tiempo para la corrida 4
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Concentraciones medidas experimental en un reactor New Brunswick a una temperatura
constante de 35°C, velocidad de agitacion 150 rpm y presion atmosférica.
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C. Analisis y comparacion de sefales caracteristicas en espectros IR para el PHA

obtenido en cada fermentacion

Cuadro 9. Comparativo de sefiales caracteristicas en espectros IR para cada corrida

experimental y estindares de referencia

Estand Estandar
Longitudde  Vibracion Grupo standat Milky Corrida  Corrida  Corrida  Corrida
1 . . transparente
onda (cm™) asociada funcional Blanco 1 2 3 4
PHA
PHA

~3400 Armonico  _ v v X v v X
carbonilo

2962-2853 Alcano C-H N N N4 v v v
Tension de

1750-1735 estéres Cc=0 N4 N X N v v
Tension de

3650-3590 alcohol O-H X X N4 X N4 v
Estiramien

1210-1160 to C-C-O N4 N X N v v
carbonilo
Estiramien

~1240 to acetato C-C-0 X v X X v X
Estiramien

1100-1030  ©
catbonilo  O-C-C N N X N v v

Frecuencias analizadas con la huella espectral obtenida con el espectrofotometro FTIR PerkinElmer

Frontier.
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D. Modelos matematicos para la prediccion de sustrato, microorganismos Yy
polihidroxialcanoatos con el tiempo

1. Modelos explicativos de concentracion de azucares totales, microorganismos y PHA

Ecuacion 23. Cambio de concentracion de sustrato con el tiempo

_ ( Cs — kg, )C
dCs  “Hmax\E Cy+ (C, —kp)) ™V
dt yx/s

Ecuacion 24. Cambio de concentracién de microorganismos con el tiempo
dCN CS - ka
— = Hmax < ) CN
dt k.Cy+ (Cs —kp)

Ecuacion 25. Cambio de concentracion de producto con el tiempo

< Cs — kg, )C
dc, _Hmax\kCy + (G — ko)) ™"
dt yp/x
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Cuadro 10. Parametros cinéticos del modelo de Contois para la corrida
experimental 1 con el modelo de las ecuaciones 23 a 25

Corrida Parametro Simbolo Valor

Velocidad maxima de crecimiento
especifica de Contois (h!) Hméx1 0.02191

Constante de afinidad al sustrato
Ksi 0.045
Rendimiento de concentracion de
microorganismos  respecto  al
1 cambio de concentracion de Yx/sl
sustrato (m/m)

0.112
Rendimiento de generacion de
producto respecto al crecimiento Ypixl
celular (m/m) 0.9995

Constante terminal de sustrato de

Contois (g/mL) kal 0.0092
Los parametros cinéticos se obtuvieron simulando los datos experimentales en el software Berkeley
Madonna.
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Cuadro 11. Continuacion de Parametros cinéticos del modelo de Contois para las
corridas experimentales 2 y 3 con el modelo de las ecuaciones 23 a 25

Corrida Parametro Simbolo Valor

Velocidad maxima de crecimiento

especifica de Contois (h™) Uméx2 0.03852
Constante de afinidad al sustrato
Ke 0.89
Rendimiento de concentracion de
5 microorganismos respecto al cambio
de concentracion de sustrato (m/m) Yis2
0.98
Rendimiento de generacion de
producto respecto al crecimiento Vpix2
celular (m/m) 0.5489
Constante terminal de sustrato de
Contois (g/mL) ka2 0.0087
Velocidad maxima de crecimiento
especifica de Contois (h™) Mméx3 0.008
Constante de afinidad al sustrato
K 0.289
Rendimiento de concentracion de
3 microorganismos respecto al cambio
de concentracion de sustrato (m/m) Yois3
0.19
Rendimiento de generacion de
producto respecto al crecimiento Vpix3
celular (m/m) 0.062

Constante terminal de sustrato de

Contois (g/mL) ka3 0.001
Los parametros cinéticos se obtuvieron simulando los datos experimentales en el software Berkeley
Madonna.
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Cuadro 12. Continuacion de Parametros cinéticos del modelo de Contois para la
corrida experimental 4 con el modelo de las ecuaciones 23 a 25

Corrida Parametro Simbolo Valor

Velocidad méxima de crecimiento
especifica de Contois (h!) Wméx4 0.0196

Constante de afinidad al sustrato
Ksa 0.15017
Rendimiento de concentracion de
microorganismos  respecto  al
cambio de concentracion de Y4
sustrato (m/m) 0.58

Rendimiento de generacion de
producto respecto al crecimiento yp/xa
celular (m/m) 0.498

Constante terminal de sustrato de
Contois (g/mL) ka4 0.0005

Los parametros cinéticos se obtuvieron simulando los datos experimentales en el software Berkeley
Madonna.
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Figura 20. Modelo cinético y su prediccion de los datos experimentales
obtenidos para la corrida 1
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Donde #CSC1_Suavizados #C1DATOS _CN y #C1DATOS CP son los datos para concentracion
de sustrato, microorganismos y producto de la corrida 1; Cs1, CN1 y CP1 son los modelos de las
ecuaciones 23 a 25 para la concentracion de sustrato, microorganismos y producto en funcion del
tiempo.
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Figura 21. Modelo cinético y su prediccion de los datos experimentales
obtenidos para la corrida 2
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Donde #C2DATOS CS, #C2DATOS _CN y #C2DATOS_CP_SUAV son los datos para
concentracion de sustrato, microorganismos y producto de la corrida 2; Cs2, CN2 y CP2 son los
modelos de las ecuaciones 23 a 25 para la concentracion de sustrato, microorganismos y producto
en funcion del tiempo.
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Figura 22. Modelo cinético y su prediccion de los datos experimentales
obtenidos para la corrida 3
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Donde #C3DATOS_CS, #C3DATOS CN y #C3DATOS_CP son los datos para concentracion de
sustrato, microorganismos y producto de la corrida 3; Cs2, CN2 y CP2 son los modelos de las
ecuaciones 23 a 25 para la concentracion de sustrato, microorganismos y producto en funcion del

tiempo.
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Figura 23. Modelo cinético y su prediccion de los datos experimentales

obtenidos para la corrida 4
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Donde #C4 CS,#C4 CN y#C4_CP son los datos para concentracion de sustrato, microorganismos
y producto de la corrida 3; Cs2, CN2 y CP2 son los modelos de las ecuaciones 23 a 25 para la
concentracion de sustrato, microorganismos y producto en funcion del tiempo.
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2. Modelos explicativos modificados de concentracion de azucares totales,
microorganismos y PHA

Ecuacion 26. Cambio de concentracion de sustrato con el tiempo

Cs3
dCss B ~Hmax3 (ks3CN3 F ng) Cy3
dt yx/53

Ecuacion 27. Cambio de concentracién de microorganismos con el tiempo

dCys

_ < Cs3 ) c
dt HUmax3 ks3CN3 +Cs3 N3

Ecuacion 28. Cambio de concentracion de producto con el tiempo

Cs3
de3 _ HUmax3 (ks3CN3 + Cs3) CN3 N a
dt Vp/x3 (1 + e—(t-0b)

3. Modelos explicativos modificados de concentracion de azucares totales,
microorganismos, PHA, concentracion de subproductos, relacion C:N y pH

Ecuacion 29. Cambio de concentracion de sustrato externa

dc
= ke (Css = Coia)

Ecuacion 30. Cambio de concentracion de sustrato interna

_ Csi4-
dCgy _ ~Hmaxs (e es) O
dt yx/s4

+ kt(Cs4 - Csi4)

72



Ecuacion 31. Cambio de concentracion de microorganismos

_ < Csia ) c
dt Umaxa ks4CN4 +Csi4 N4

Ecuacion 32. Cambio de concentracion de Producto

dCP04 _ MP(CN4 - 0.00638)
dt yp/x4

+ BCpos

Ecuacion 33. Cambio de pH en funcion de consumo de sustrato

dPH as
g = Wenss) g

Ecuacion 34. Cambio de concentracion de subproductos

Csi4
dCpsa _ Hmax4 (ks4CN4 + Csi4) Cns
dt yps/x4

Ecuacion 35. Cambio de relacion C:N en funcion del tiempo

_ Csi4
dCyna _ HFmaxs (ks4CN4 + Csi4) Cns
dt YVx/s4 YRCN
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Cuadro 13. Parametros cinéticos del modelo de Contois modificado para las

corridas experimentales y modelo de las ecuaciones 26 a 35

Corrida Parametro Simbolo Valor
Velocidad méaxima de crecimiento especifica
de monod (h™) Lmix3 0.048
Constante de Monod K3 1.25
Rendimiento de concentracion de
microorganismos respecto al cambio de
concentracion de sustrato (m/m) Yx/s3 0.4562

3 Rendimiento de generacion de producto
respecto al crecimiento celular (m/m) Yp/x3 0.1567

0.0006406

Coeficiente virial a (g/mL h) a 8
Coeficiente virial b (h'!) b -0.08679
Coeficiente virial ¢ (h) 2.92315
Velocidad méaxima de crecimiento especifica
de monod (h™) Lméax4 0.03168
Constante de Monod Ksa 0.5656
Rendimiento de concentracion de
microorganismos respecto al cambio de
concentracion de sustrato (m/m) Yx/s4 0.5664
Rendimiento de generacion de producto
respecto al crecimiento celular (m/m) Vpixd

4 Factor de rendimiento de sustrato en
subproducto (m/m) Yps/x4 1.714
Constante de transferencia de masa de sustrato
al interior de la célula (h') ki 0.29017
Constante de mantenimiento de producto (h'!) B -3.25
Velocidad méaxima de crecimiento especifica
para modelo exponencial (h!) Maxp 63.08398

Los parametros cinéticos se obtuvieron simulando los datos experimentales en el software Berkeley

Madonna.
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Figura 24. Modelo cinético modificado y su prediccion de los datos experimentales

obtenidos para la corrida 3
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Donde #C3DATOS_CS, #C3DATOS CN y #C3DATOS_CP son los datos para concentracion de
sustrato, microorganismos y producto de la corrida 3; Cs3, CN3 y CP3 son los modelos de las
ecuaciones 26 a 28 para la concentracion de sustrato, microorganismos y producto en funcion del

tiempo.
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Figura 25. Modelo cinético modificado y su prediccion de los datos
experimentales obtenidos para la corrida 4
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Donde #CS, #CN, #CP y #SP, son los datos para concentracion de sustrato, microorganismos y
subproducto de la corrida 4; Cs4, CN4, CPo4 y CPs4 son los modelos de las ecuaciones 29 a 32 y
ecuacion 34 para la concentracion de sustrato, microorganismos, producto y subproducto en funcion
del tiempo.
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Figura 26. Continuacion de modelo cinético modificado y su prediccion de los
datos experimentales obtenidos para el pH en la corrida 4
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Donde #CS y #PH4 son los datos para concentracion de sustrato y pH para la corrida 4; Cs4 y PH4
son los modelos de las ecuaciones 29 y 33 para la concentracion de sustrato y pH en funcién del

tiempo.
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Figura 27. Continuacion de modelo cinético modificado y su prediccion de los
datos experimentales obtenidos para la relacion C:N en la corrida 4
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Donde #CS y #RCN son los datos para concentracion de sustrato y relacion C:N para la corrida 4;
Cs4 y CNN4 son los modelos de las ecuaciones 29 y 35 para la concentracion de sustrato y relacion
C:N en funcion del tiempo.
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E. Balances de masa moleculares calculados a partir de la experimentacion
realizada
1. Expresiones estequiométricas para la formacion de subproductos

Ecuacion 36. Formacion de acetato de sodio a partir de glucosa

C¢H,,05 + 3Na* - 3 C,H;NaO, + 3H*

Ecuacion 37. Formacion de etanol a partir de glucosa

CoHy,0s = 2 CoH-OH + 2C0,

Ecuacion 38. Formacion de lactato de sodio a partir de glucosa

C¢H,,0¢ + 2Na* —» 2C3H;NaO; + 2H*

2. Expresion estequiométrica para la formacion de polihidroxialcanoato

Ecuacion 39. Formacion de PHA a partir de glucosa

1277 C4Hy506 = (CoHg04)1917 + 1917 H,0 + 958 0,

3. Expresion estequiométrica para la produccion de biomasa

Ecuacion 40. Produccion de biomasa a partir de sales y glucosa

208 C,H,,0, + 120 NH,CL + 68 KH,PO, + 52 Na,HPO, + 73 0,
— 40 C3,Hgy03,N3P; + 120 CI~ + 68 K+ + 104 Na*
+ 171 H,0
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VIII. DISCUSION DE RESULTADOS

Un modelo cinético es util para predecir el comportamiento de las variables
que intervienen en una reaccion. En el caso de la fermentacion de PHA, las variables
que afectan la generacion del producto pueden ser extensas y con relaciones

intricadas que tienen como resultado el uso de modelos matematicos complejos.

A. RENDIMIENTOS 'Y CONCENTRACIONES DE PHA A DIFERENTES
CONDICIONES

La cuantificacion de microorganismos, sustrato y polihidroxialcanoatos

permitid observar que tanto el rendimiento de microorganismos, como la
produccion de PHA se ven influenciados por las condiciones del medio. Dentro de

los parametros que pueden afectar, segin lo investigado, se encuentra el pH y la
relacién C:N al que se esta llevando a cabo la fermentacion. En el caso de la corrida

1, no hubo un control del pH, por lo que se permitié que el rango fuera libre. Esto
tuvo influencia sobre el rendimiento de microorganismos con respecto al sustrato
(yx/s) el cual fue de 14.54+0.64% (m/m) y el rendimiento de producto (yp/s) que
presentd un valor de 10.13+0.44% (m/m). En promedio se trabajé con un pH de

4.48+0.72 siendo el pH 6ptimo para la Bacillus cereus de 7.

Al mencionar el pH, este se observa presenta una influencia en el
crecimiento de microorganismos y por lo mismo se encuentra relacionado con la
produccion de PHA, dado que este producto de interés es el resultado del
almacenamiento de energia dentro de la célula al llevar a cabo su proceso
metabodlico. Bajo las condiciones de la corrida 1, se comprueba la influencia del
mismo tanto en el crecimiento de microorganismos como en la produccion de PHA,

ya que para dicha fermentacion se observaron los menores rendimientos. A su vez,
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la relacion C:N que se trabajo fue de 855.64+3.27 (m/m) segun lo reportado en las
condiciones efectuadas por Calderon [8]. Valor del cual se puede observar, indica
una deficiencia en la fuente de nitrégeno, que puede tener como consecuencia que

no se acumule PHA dentro de la célula.

Por otro lado, para las corridas 2 y 3 se utilizaron buffers como medida de
control del rango de pH. En el caso del buffer de la corrida 2, se utiliz6 4cido acético
y su base conjugada, acetato de sodio. A pesar de controlar el pH con un buffer, se
observd que este fue en promedio de 5.70+0.78 y no cumpli6 con el pH optimo de
6.5-7. Sin embargo, al considerar que se agregaba una fuente adicional de carbono
al medio, esto tuvo como repercusion un consumo extra de carbono para los
microorganismos. Por lo tanto se infiere que el acido acético en lugar de mantener

el pH, fue consumido por parte del microorganismo para la produccion de PHA.

De igual forma, se aument6 la fuente de nitrogeno (ver cuadro 6) teniendo
como resultado una relacion C:N de 172.53+7.46 (m/m) la cual es
significativamente menor a la trabajada en la corrida 1. La suma de estos factores
en las condiciones tiene como consecuencia un rendimiento de microorganismos
del 72.96+1.81% (m/m) y un rendimiento de producto del 71.45+7.63% (m/m) con
respecto al cambio de sustrato, para ambos casos (ver cuadro 7). Considerando que
el buffer es de acido acético y acetato, se puede establecer que el aumento en la
fuente de carbono es la principal responsable de dichos rendimientos. Sin embargo,
para el escalamiento del proceso al utilizar dichos compuestos, se necesitaria
incurrir a mayores costos de materia prima. Por lo que al comparar con otras
condiciones que presentaron rendimientos altos, como la corrida 4, en donde el pH
se regulo unicamente con una base fuerte y los resultados fueron favorecedores, se
infiere se tendran mejores rentabilidades utilizando una base fuerte como el
hidréxido de sodio para regular el pH de la fermentacion, en lugar de un buffer de
acido acético o de fosfatos, con el fin de mejorar la rentabilidad del proceso en un

potencial escalamiento.
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En cuanto a la fermentacion 3 se decidio utilizar un buffer de fosfatos, con
el fin de no influenciar la concentracion del sustrato y poder mantener el pH en el
rango Optimo. A pesar de tomar dichas medidas, el pH en la hora 20 decay6 a 4, lo
cual era inaceptable debido a su influencia sobre las funciones metabodlicas del
microorganismo. Esta disminucion de pH se puede inferir es un indicador que el
fosforo agregado en el Buffer fue consumido, eliminando el efecto amortiguador
del mismo. Por lo tanto se observo la necesidad de ajustar el pH utilizando hidréxido
de sodio para mantener las condiciones que favorecen a la produccién de PHA y
trabajar con un pH que en promedio fue de 6.52+0.42. De igual manera, se
aumentaron la cantidad de sales y por lo mismo la fuente de nitrégeno, por lo que
en esta corrida se trabajo con una relacion C:N de 56.80+8.49 (m/m). Los
rendimientos que se obtuvieron fueron de 19.01+0.83% (m/m) para la
concentracion de microorganismos con respecto a sustrato y 18.33+0.79% (m/m)

del producto con respecto a sustrato.

A pesar de trabajar en un mejor rango de pH y respetar las concentracion de
sustrato Optimo de 3% de melaza establecida por investigaciones previas del CPI,
los rendimiento que se observan en la corrida 3 son menores en comparacion con
los que se obtuvieron en la corrida 2. Esto puede deberse al efecto que tuvo la
manipulacion de pH, dado que en ese momento se observa el inicio de la fase
exponencial. Siendo esta en donde se observa la mayor produccion de PHA dentro
de todas las corridas de fermentacion efectuadas. En el caso de la corrida 1, se
observd que en la fase exponencial la produccion de PHA fue de 1.45+0.01 g, la
cual es mayor en comparacion con los 1.20+£0.0/g de la fase lag y 0.23+0.01g de
la fase estacionaria. El mismo comportamiento se observa para la corrida 2 en donde
durante la fase exponencial la produccion fue de 45+0.0/g y para la corrida 3 de

36.36+0.01g.
Debe de considerarse, que el proceso de purificacion realizado durante las

corridas implica la utilizacion de partes iguales de cloroformo e hipoclorito de sodio

para realizar el proceso de lisis celular y liberar el contenido de PHA producido.
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Este proceso es necesario estudiarlo a detalle, para poder maximizar la cantidad
recuperada para dicho polimero. A su vez, es importante la evaluacion de las
condiciones de reaccion de temperatura y oxigeno disuelto para establecer su
influencia y determinar la mejor combinaciéon de condiciones para aumentar los

rendimientos reportados.

En cuanto a la corrida 4 se decidi6 controlar el rango de pH utilizando
hidroxido de sodio, una base fuerte, de manera que no hubiese interferencia con
respecto a las sales que se le agregaban y la relaciéon de estas con respecto al
sustrato. Segun la literatura, la relacion C:N necesaria para un buen crecimiento de
microorganismos y un buen rendimiento de producto es de 20+0.62 (m/m).
Considerando esto, se agregaron las sales suficientes para asegurar que la
fermentacion se de a una relacion de C:N 20 y se mantuvo el medio a un pH
promedio de 6.54+0.44. Con estas consideraciones se obtuvo un rendimiento de
microorganismos del 60.53+7/.35% (m/m) y un rendimiento de producto del

52.27+1,11 %(m/m).

Comparando los mejores rendimientos obtenidos en las fermentaciones
(corridas 2 y 4), con los reportados en la literatura, que reportan valores de
62.21%(m/m) [6] y 20%(m/m) [7] de acumulacién de PHA, puede establecerse que
los rendimientos obtenidos se encuentran en un rango igual o superior. Esto se debe
a la seleccion de condiciones que inducen la acumulacion del polimero, las cuales
se encontraban reportadas previamente en la literatura y constituyen la base del
disefio experimental elaborado. Sin embargo, debe mencionarse que lo reportado
en este trabajo es especifico para la cepa de B. cereus; mientras que en otros trabajos

citados, se han empleado otros microorganismos y técnicas de purificacion.

Respecto al disefio experimental, debe considerarse que el niimero de
corridas y las formulaciones del medio de cultivo llevadas a cabo en cada una, se
realizaron considerando las condiciones y componentes mds relevantes que se

reportaban en investigaciones previas. Debido a que, las posibles combinaciones de
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las condiciones a evaluar dan lugar a un potencial de 2.43x10!8 corridas probables
(contemplando 20 variables), no es posible un enfoque probabilistico; sino que debe
de tratarse de una forma analitica, que asegure la obtencion del polimero deseado.
Los métodos analiticos y de purificacion empleados, fueron analizados con respecto
al error que presentan, utilizando un porcentaje de variacion para cada una de las
corridas realizadas. Puede observarse de los cuadros 17 a 22,27 a 36,41 a46y 51
a 57 que los porcentajes de variaciéon obtenidos son menores al 15% y se tiene

mayor incertidumbre en la cuantificacion de microorganismos.

Ahora bien, a pesar que en la corrida 2 se hayan obtenido rendimientos
mayores en comparacion con la corrida 4, no se esta tomando en cuenta la masa
final a la que se llega en cada una. Dentro de todas las condiciones que se probaron,
esta fue la que present6 una mayor masa final de células con un valor final de
61.56+4.06 g. Con respecto a la produccion de polihidroxialcanoatos, se pudo
observar que en la fase exponencial se obtuvieron 37.4+0.0/g de PHA, 12.5+0.01
g en la fase estacionaria'y 3.6+0.01 g en la fase lag. Dando como resultado una masa

de producto final de 53.16+4.74 g de PHA.

Por lo tanto se observa que nuevamente se mantiene el comportamiento en
donde en la fase exponencial se produce la mayor cantidad de producto. Lo cual
presenta una relacion con respecto al metabolismo del microorganismo, puesto que
es en esta fase en donde se observa la mayor cantidad de almacenamiento de
energia. A su vez confirma la relacion del pH con el crecimiento de
microorganismos, el cual considerando que el PHA es un producto intracelular, es
de suma importancia para el aumento del rendimiento del producto. Derivado de
esto, se podria sugerir realizar investigaciones con microorganismos adaptados al
medio, de forma que se pueda reducir la fase lag por haberse comprobado la baja

productividad de PHA en dicha fase.
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B. COMPORTAMIENTO DE LA CONCENTRACION DE SUSTRATO

La cuantificacion de sustrato, microorganismos y productos permitieron
observar el comportamiento presentado por cada corrida de fermentacion efectuada.
En el caso de la corrida 1, se pudo observar que el decaimiento del sustrato al inicio
de la reaccion es muy acelerada, pero a la hora 25 hay un estancamiento tanto para
el sustrato como para los microorganismos. La tendencia del decaimiento del
sustrato corresponde y explica la produccion de PHA (Figura 10) y el crecimiento
de microorganismos (Figura 11) bajo las condiciones reportadas para dicha
fermentacion. Considerando que en la hora 25, el pH es lo suficientemente bajo para
limitar el crecimiento de microorganismos, se puede establecer que este hecho es
de los principales impulsores del uso de buffer para evitar descensos bruscos de pH

en las corridas posteriores.

De la misma forma, se puede observar en el comportamiento de la
produccion de PHA de la corrida 2 (Figura 12), un decaimiento abrupto de sustrato
con la diferencia que no existe un estancamiento pasada una cierta cantidad de
tiempo. Lo que se observa en su lugar, es un continuo consumo de sustrato y
generacion de producto que se prolonga hasta la hora 90. Esto se puede atribuir al
uso de buffer, que al tratarse de un compuesto carbonado, puede ser aprovechado
por los microorganismos como fuente de carbono. Este hecho ocasiono
rendimientos aceptables de producto, los cuales presentan una tendencia similar al
comportamiento esperado a un crecimiento microbiano (Figura 13). Si bien las
condiciones de la corrida 2 generan una cantidad considerable de masa final de
producto, también dan lugar a la generacion de subproductos (Figura 14);
principalmente al inicio de la fermentacion durante la etapa lag y exponencial, para

que luego se conserven de forma constante durante las etapas de sustrato bajo.

En la corrida 3, derivado del ajuste de la relacion C:N, se puede observar
que en este caso el consumo de sustrato se encuentra mas acelerado que en los casos
anteriores. Desde el inicio de la reaccion, la aceleracion del consumo de sustrato

ocasiona concentraciones bajas del mismo antes de las 30 horas. Este
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comportamiento no corresponde directamente con el incremento de concentracion
de PHA (Figura 15) y microorganismos (Figura 16), los cuales muestran valores en
crecimiento hasta las 96 horas. Esto puede deducirse es ocasionado porque los
valores que se utilizaron para las relaciones C:N y C:P, inducen a tener limitantes
en la transferencia de masa de los compuestos necesarios para sintetizar el PHA y

el crecimiento de microorganismos.

Es importante mencionar que para la corrida 3, alrededor de la hora 20 se
realiz6 una adicioén de hidroxido de sodio para mantener los niveles de pH en los
valores recomendados. Esta incursion tuvo lugar, dado que a pesar de contar con un
buffer en el medio, el efecto amortiguador de dicho control fue superado por los
cambios inducidos en los microorganismos; teniendo como consecuencia una

posible alteracion en el comportamiento del crecimiento y generacion del producto.

Analizando el comportamiento de la corrida 4 en las figuras 17, 18 y 19, se
puede observar que el comportamiento es mas acelerado en el arranque de la
reaccion para el consumo de sustrato con un crecimiento microbiano casi inmediato.
A pesar de esto, se muestra una tendencia ascendente para el crecimiento de
microorganismos hasta las 96 horas con una leve desaceleracion alrededor de la
hora 40. Nuevamente las relaciones C:N y C:P se deduce indujeron el
comportamiento; asi como las regulaciones que se realizaron al pH, las cuales en
este caso fueron ajustes con hidréxido de sodio cada 20 horas. Las adiciones
efectuadas pudieron asegurar un consumo acelerado de sustrato, dado que la
fermentacion se realizd en el rango optimo de pH para la ejecucion del ciclo
metabdlico de los microorganismos. Esto provoca un mejor rendimiento,
comparable con el obtenido en la corrida 2 con la diferencia de que se obtuvo un
mejor crecimiento microbiano. Cabe resaltar, la generacién de acidos organicos
como subproductos, los cuales incrementan considerablemente en la etapa final de
la reaccion. Es decir en la hora 50 en adelante, lo cual conlleva a considerar el
tiempo de reaccion efectivo necesario para llegar a concentraciones que no

requieran mas operaciones unitarias de purificacion.
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A su vez, esta generacion de subproductos limita la cantidad de PHA que se
produce en la fase de desaceleracion y en la fase estacionaria, por lo que estudiar
las potenciales modificaciones al genoma del Bacillus cereus, que reduzcan la
generacion de dichos 4cidos podria potenciar la mayor productividad de generacion

de PHA.

C. INTERPRETACION DE ESPECTROS IR

Dentro de los constituyentes basicos que conforman y permiten identificar
a un polihidroxialcanoato (PHA) de cualquier indole, se puede mencionar la
presencia del grupo carbonilo presente estructuralmente en el éster que constituye
al monémero del polimero en cuestion. Los grupos carbonilos se encuentran
representados por picos caracteristicos, que para el caso de los ésteres, se pueden
observar en el rango de frecuencias de 1750 a 1735 cm’!. Si se analiza el
comportamiento de las corridas 2, 3 y 4 (ver Cuadro 9), se puede apreciar que todas
presentan un pico caracteristico que es atribuido al carbonilo. De igual manera en
el caso de las corridas 2 y 3, se pudieron observar los armdnicos correspondientes
a la presencia del carbonilo alrededor de una frecuencia de 3400 cm™. Por lo tanto
se infiere que estructuralmente, en efecto hay una presencia del grupo carbonilo en

el producto obtenido.

Sin embargo en las corridas 3 y 4, se presenta un pico mas grande en la
region de 3650 a 3590 cm™! correspondiente a las vibraciones de tension O—H. Esto
puede llevar a la deduccion con respecto a que después de la purificacion que se
realiz6, quedaron remanentes de azicar o bien corresponden a la presencia de un
acido carboxilico en la estructura del producto. A pesar de esto, se puede establecer
que los IR para las corridas 2, 3 y 4 se aproximan mas al espectro IR del PHA que
al de la glucosa presente en el sustrato, dado que comparando la huella espectral de
dos estandares de PHA distintos con los resultados de IR que se obtuvieron, hay
coincidencias con los movimientos del estiramiento del carbonilo presentes en esta

region para cada estandar. Estos estiramientos se dan en las frecuencias de 1210 a

87



1160 cm! para el estiramiento de carbonilo C-C-O y 1100 a 1030 ¢cm™! para el
estiramiento O—C—C. Por lo tanto se puede establecer que efectivamente se produjo

el producto de interés.

La variante estructural que se encontro entre espectros, es la presencia de un
estiramiento de acetato alrededor de 1240 cm™! en el caso de la corrida 3; mientras
que las corridas 2 y 4 no presentan dicho estiramiento. A pesar de esto, el producto
de las corridas 2 y 4, presentan mayor similitud entre si con la diferencia que el
producto obtenido en la corrida 4 puede presentar un grupo carbonilo en su
estructura. Por lo tanto se puede inferir que el PHA que se obtuvo, se vio
influenciado por las condiciones del medio por lo que estructuralmente pueden

presentar variaciones entre si.

Con respecto a la corrida 1, no se encontr¢ la presencia del grupo carbonilo
y no hubo coincidencia con los estandares. Pese a esto, cabe mencionar que el
proceso de purificacion es agresivo ante cadenas oligoméricas. Por lo que se deberia
de analizar que en esas condiciones en efecto se produzca el polimero deseado. Con
base en estos resultados, es importante hacer un estudio de tamafios de cadena con
técnicas de cromatografia por permeacion en gel para cada una de las condiciones,
ademas de la estructura quimica por cristalografia y composicion elemental de los
compuestos obtenidos; de manera que se pueda verificar la influencia que las
condiciones tienen sobre las caracteristicas quimicas del compuesto y asi inferir sus

propiedades macroscOpicas y mecanicas.

D. MODELO MATEMATICO

Segun los datos obtenidos en cada corrida, se busco determinar si con
modelos matematicos generalmente aceptados se logra una predictibilidad
aceptable de su comportamiento. Es por esto que se verifico si el modelo de Monod
lograba predecir el comportamiento obtenido. En este caso, el andlisis indicé que
Monod generaba curvas con una concavidad que no se ajustaba a los datos. De

acuerdo a la reaccion de generacion de PHA, se establece que la generacion de dicho
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producto depende en gran medida de la concentracion de células presentes.
Considerando este comportamiento, se determin6 que el segundo modelo a analizar
debiese ser el modelo de Contois. Este modelo presenta la caracteristica de permitir
acelerar consumos de sustrato e incrementos de concentracion celular, utilizando la
concentracion de células dentro de la definiciéon de la velocidad especifica de
crecimiento de microorganismos. A partir del uso del modelo de Contois, se logro
mejorar la concavidad detectada que aquella obtenida para Monod. Por esta razon
en las figuras 20 a 23, se puede observar que el modelo de Contois permite una
predictibilidad aceptable para los datos obtenidos en las corridas 1 y 2, en donde no

hubo una manipulacion del pH con una base fuerte.

El modelo modificado de Contois, se encuentra integrado con las ecuaciones
23 a 25, de donde se observan las variables de concentracién de sustrato y
concentracion de microorganismos, como las principales promotoras de los
cambios de concentracion de sustrato, microorganismos y de producto con el
tiempo. Dentro de estas variables también se observan los parametros Ks, tmax, yxss,
ypx Y ka que vendrian siendo la constante de Monod, la velocidad maxima de
crecimiento especifica, el rendimiento de concentracion de microorganismos
respecto al cambio de concentracion de sustrato, rendimiento de generacion de
producto respecto al crecimiento celular y constante termina de sustrato de Monod

respectivamente.

Analizando los resultados obtenidos como un modelo explicativo de
Contois se puede observar en los cuadros 10 a 12, que Ks en la corrida 2 presenta
el mayor valor, mientas que en la corrida 1 se encuentra el menor valor dentro de
las cuatro corridas realizadas. Al ser Ks un parametro que establece el grado de
afinidad, se puede observar que la corrida 1 presenta la mayor afinidad bajo las
condiciones de reaccion empleadas. Sin embargo, al complementar el grado de
afinidad con los parametros de pumaxy yws, s€ puede establecer que las corridas 2 y
4 son las que presentan una mayor aceleracion y proporcion de conversion de

sustrato a microorganismos. Lo cual en este caso por las ordenes de magnitud de
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las constantes, influencia con mayor contundencia los cambios de las
concentraciones de las especies en la mezcla reactiva. Esto significa que para las
corridas 2 y 4, el consumo de sustrato genera con mayor efectividad un crecimiento

microbiano.

Al comparar los valores de rendimiento de producto con respecto a cambio
de concentracion de microorganismos, se puede apreciar que bajo las condiciones
de la corrida 1 se propicia un mayor cambio en la concentracion de producto al
incrementar la concentracion de microorganismos. Pese a esto, como se discutia
con anterioridad, son las corridas 2 y 4 las que presentan una mayor velocidad
maxima de crecimiento especifico. Por lo que, aun cuando estas corridas no
presenten el mayor valor para ypx, continian siendo las condiciones en donde se

obtienen los mayores valores de concentracion final de producto.

Dentro de las limitantes del modelo de Contois propuesto, se pueden
encontrar las variantes en el consumo de sustrato como consecuencia del pH. Este
fendmeno se puede demostrar con el comportamiento que se obtuvo en las corridas
1y 2 (figuras 20y 21), en donde el pH se mantuvo sin incidencia externa ya sea por
medio del uso de un buffer o dejando libre el rango de concentracion de hidronios
generados en el medio. Como se puede ver en dichas figuras, la concentracion de

sustrato se puede predecir en ambos casos con las ecuaciones 23 a 25.

Sin embargo, en el caso de la manipulacién de pH como lo sucedido en las
corridas 3 y 4, se puede ver en las figuras 22 y 23 que la concavidad de las curvas
con este modelo no permiten predecir de buena manera el comportamiento del
sustrato. A su vez, las distintas concentraciones de nutrientes empleadas en cada
corrida propiciaron que el incremento de concentracion de microorganismos y PHA
tuviesen un comportamiento catalogable como un retardo con respecto al consumo
de sustrato. Por lo tanto se observa de forma definitiva la necesidad de modificar el

modelo original para garantizar la predictibilidad en estas corridas.
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Para modificar el modelo de Contois, se buscé emplear inicialmente una
forma de ecuacion virial que lograse expresar el retardo detectado en el crecimiento
de microrganismos y generacion de producto. Esta modificacion consta de una
ecuacion exponencial, que es funcion del tiempo y que presenta los coeficientes
viriales a, by c. Dichos coeficientes constituyen el factor de aceleracion de consumo
de sustrato, el tiempo de retardo y la constante de proporcionalidad del crecimiento
con el tiempo respectivamente. Puede observarse en la Figura 24 que al realizar esta
modificacion para la corrida tres, la predictibilidad de los datos experimentales con
el modelo mejora bajo esas condiciones. Sin embargo, el modelo virial no logra
correlacionar la dependencia de todos los factores que influyen en la fermentacion.
De manera que para predecir el comportamiento de los datos en la corrida 4, se hace

necesario introducir otro tipo de modificaciones.

Las modificaciones necesarias para relacionar todos los factores estudiados,
se enfocaron en tres areas especificas: (1) La transferencia de masa del sustrato,
existe entre el medio fermentativo y el interior de la células. Lo cual da lugar al
desfase de consumo de sustrato con respecto al incremento del conteo celular. (2)
La introducciéon de un modelo de Tissier modificado para la prediccion del
incremento de producto, permite una mayor aceleracion en el incremento de la
concentracion de producto alcanzado el punto critico de formacion del mismo. (3)
La introduccion de funciones discontinuas para la prediccion del pH y su influencia
sobre la variacion en la concentracion de las especies en el medio fermentativo. Con
estas modificaciones, se puede observar de las figuras 25, 26 'y 27, que la prediccion
con las ecuaciones 29 a 35 con los parametros mostrados en el Cuadro 11 se ajustan
a los datos experimentales obtenidos; permitiendo un modelo explicativo de los

factores internos y externos, que influenciaron durante la fermentacion.
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E. BALANCE DE MASA

Con el fin de comprender el comportamiento de las diferentes especies
involucradas en la reaccion de fermentacion para la produccion de PHA, se
desarroll6 un balance elemental. El mismo parte del consumo de glucosa, debido a
que segun la teoria es el sustrato de preferencia se emplea en la produccion de PHA.
Este ultimo, se comprobo al cuantificar el consumo de sacarosa, glucosa y fructosa;
dado que se pudo observar que el mayor consumo se obtuvo para la glucosa. Con
base en esto, conociendo las proporciones de los nutrientes suministrados y el
incremento de la concentracion de microorganismos, se pudo determinar la formula
elemental representativa del B. cereus. Lo mismo se desarrolld en el caso del
producto. En donde al conocer el mondmero caracteristico para el PHA mas comun,

se determind su proporcion molar con respecto al consumo de sustrato.
La unidn de estas ecuaciones son la base de futuros desarrollos, para permitir

correlacionar las entradas y salidas de un sistema fermentativo. Y se complementan

con el modelo cinético para predecir el comportamiento con el tiempo.
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1.

IX. CONCLUSIONES

La cuantificacion de microorganismos, sustrato y polihidroxialcanoatos
permitié establecer que las condiciones con una relacion C:N 172.53+7.46
(m/m) a pH promedio 5.70+0.78; y C:N 20+0.62 (m/m) a pH promedio
6.54+(0.44 con las se llevaron a cabo la fermentacion de melaza con Bacillus
cereus, presentaron los mayores rendimientos de las condiciones evaluadas.
Teniendo rendimientos de microorganismos con respecto a sustrato (yws) de
72.96£1.81% (m/m) y 60.53+1.35% (m/m) respectivamente; y rendimientos de
concentracion de producto con respecto a consumo de sustrato (yps) de

71.45+1.63% (m/m) y 52.27+1.11% (m/m) respectivamente.

Se determind que dentro de las fases de crecimiento de microorganismos, la fase
exponencial es la responsable de la mayor generacion de producto en todas las
corridas de fermentacion efectuadas, como se observa en el caso de la corrida 2
(ver Cuadro 8), en donde se generaron 45.00+0.01 g de PHA en comparacién

de los 6.00+0.01 g de la fase lag y 5.8+0.01 g en la fase estacionaria.

. Los espectros IR para las corridas 2, 3 y 4 muestran picos del grupo carbonilo

caracteristicos para los ésteres en las regiones de 1750 a 1735 cm-1 y
estiramientos del mismo en las frecuencias de 1210 a 1160 cm-1y 1100 a 1030
cm-1, por lo que el producto obtenido en las corridas presenta grupos

funcionales caracteristicos de la estructura definidas para el PHA.

Se determind que el modelo de Contois predice las concentraciones de
microorganismos, PHA y azlicares fermentables de las condiciones estudiadas
sin adicion de hidréxido de sodio para regular el pH como se observa en las

figuras 20 y 21.
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Se determin6 que es necesario modificar el modelo de Contois con coeficientes
viriales o una forma derivada del modelo de Tissier y coeficientes de
transferencia de masa, para predecir el comportamiento de las concentraciones
microorganismos, PHA y azucares fermentables cuando el pH es regulado con

una base fuerte afiadida al medio.

Comparando los parametros cinéticos del modelo de Contois obtenidos a las
diferentes condiciones, se establece que la relacion C:N 855.64+3.27 (m/m) y
pH no regulado promedio de 4.48+0.72 producen el menor valor de Ks (0.045
(m/m)) que se atribuye a la mayor afinidad del microorganismo por el sustrato

disponible.

Para poder modificar el modelo de Contois y permitir la predictibilidad de
concentraciones bajo las condiciones C:N de 20+£0.62 (m/m) y un pH promedio
de 6.54+0.78, se determind que el fendémeno de transferencia de masa del
sustrato hacia el interior de la célula debe incluirse como una constante de

transferencia de masa de 0.290 h-1.

Se determind que a una relaciéon C:N de 20+£0.62 (m/m) y un pH promedio de
6.54+0.78, se puede obtener la mayor masa final de microorganismos dentro de
las condiciones estudiadas, dado que se obtuvo una masa de microorganismos
final de 61.56+4.06 g en 10 L de fermentado, lo cual a su vez se fundamenta
con los ordenes de magnitud de los pardmetros cinéticos de pmax de 0.0196 (h-

1)y yx/s de 0.58 (m/m).

. El uso de un buffer de acido acético y su base conjugada, permitio obtener los
mayores rendimientos de microorganismos con respecto al consumo de sustrato
con un valor de 72.96+£/.81% (m/m) y rendimiento de concentracion de
producto con respecto a sustrato que fue de 71.45+7.63% (m/m). Esto se debe
al aumento de carbono en el medio y el efecto amortiguador de pH en las horas

de la reaccion.
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X. RECOMENDACIONES

Estudiar las potenciales modificaciones que se pueden realizar al genoma
del microorganismo Bacillus cereus para reducir la generacion de acidos

orgéanicos y potenciar una mayor productividad de generaciéon de PHA.

Realizar un estudio de tamafios de cadena con técnicas de cromatografia por
permeacion en gel para cada una de las condiciones reportadas de
fermentacion y un estudio de la estructura quimica por cristalografia y
composicion elemental de los compuestos obtenidos, de manera que se
pueda verificar la influencia que las condiciones tienen sobre las
caracteristicas quimicas del compuesto y asi poder inferir sus propiedades

macroscopicas y mecanicas.

Determinar la biodegradabilidad y compostabilidad de los polimeros
producidos, utilizando andlisis estandarizados para categorizar y asegurar

una aplicacion adecuada de los mismos.

Emplear una base fuerte como el hidroxido de sodio para regular el pH de
la fermentacion, en lugar de un buffer de acido acético o de fosfatos, con el

fin de mejorar la rentabilidad del proceso en un potencial escalamiento.

Realizar un estudio de la adaptacion de la cepa utilizada con diferentes
medios de cultivo, de forma que se pueda reducir la fase lag por haberse
comprobado la baja productividad de PHA en dicha fase y se puedan definir

las condiciones necesarias de propagacion.
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6. Evaluar a detalle el proceso de purificaciéon de PHA utilizando técnicas de
lisis celular, disolucion y precipitacion de polimeros para maximizar el

rendimiento de dicho polimero.

7. Evaluar las condiciones de reaccion de temperatura y oxigeno disuelto para
las condiciones con mayores rendimientos reportados, con el fin de

determinar su influencia.

8. Utilizar técnicas de andlisis de metabolitos presentes durante la
fermentacion, para cuantificarlos con el tiempo y contar con la informacion

necesaria para mejorar el modelo cinético.
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XII. ANEXOS

A. DATOS ORIGINALES

1. Datos cuantificados para la corrida 1

Cuadro 14. Formulacion utilizada para la inversion de azlicares de la corrida
experimental 1

Compuesto Cantidad Unidad
Volumen écido sulftrico 32 +0.05 mL
Masa de hidroxido de sodio 47.6 +0.1¢g
Masa de melaza 300 +0.1¢g
Volumen de agua 1200 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.

Cuadro 15. Identificacién de muestra tomadas con el tiempo

Identificacion ~ Tiempo | Identificacion  Tiempo
de muestra (h) de muestra (h)
ATA001 0.00 Al1A013 24.22
ATA002 1.00 B1B014 26.22
B1B003 2.00 A1AO015 28.22
ATA004 3.00 A1A016 30.05
ATA005 4.00 B1B017 32.23
B1B006 5.22 ATAO018 45.23
ATA007 5.97 ATA019 47.23
ATA008 6.97 B1B020 50.23
B1B009 7.97 ATA021 53.23
ATA010 8.97 A1A022 56.23
B1BO11 20.22 B1B023 68.23
A1A012 22.22 A1A024 71.23

En donde los primeros dos simbolos (A1) indica el nimero de corrida y los ultimos tres
(A001) se refiere al correlativo de muestra



Cuadro 16. Preparacion del medio de cultivo para la fermentacion de la corrida
experimental 1

Compuesto Cantidad Unidad
Cloruro de amonio 0.3276 +0.0001g
Bicarbonato de Sodio 0.1639 +0.0001g
Fosfato monopotésico 0.6599 +0.0001¢g
Fosfato de disodio 0.6776 +0.0001g
Sulfato de magnesio
heptahidratado 0.1641 +0.0001g
Cloruro de calcio dihidratado

0.0041 +0.0001g
Citrato de amonio férrico. 0.01802 +0.0001¢g
Sulfato de Zinc heptahidratado

0.0036 +0.0001g
Cloruro de Manganeso
tetrahidratado 0.0011 +0.0001g
Acido bérico 0.132 +0.0001g
Molibdato de sodio dihidratado 0.0016 +0.0001g
Volumen de sales 500 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.
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Cuadro 17. Datos obtenidos para la cuantificacion de glucosa, sacarosa y fructosa
presente en la mezcla reactiva a diferentes tiempos de la corrida experimental 1

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.003 %(m/v))  (£0.0064%(m/v))  (£0.002%(m/v))

A1A001 0.141 0.018 0.238
A1A002 0.143 0.017 0.231
B1B003 0.149 0.019 0.237
A1A004 0.144 0.017 0.233
A1A005 0.139 0.018 0.227
B1B006 0.143 0.018 0.207
A1A007 0.151 0.017 0.238
A1A008 0.15 0.019 0.237
B1B009 0.142 0.016 0.236
A1A010 0.148 0.019 0.237
B1B011 0.139 0.017 0.222
A1A012 0.125 0.016 0.181
A1A013

0.104 0.015 0.176
B1B014

0.112 0.014 0.192
A1AO015 0.105 0.014 0.186
Al1A016

0.103 0.013 0.178
B1B017

0.104 0.012 0.181
A1A018 0.107 0.011 0.191
A1A019

0.108 0.012 0.185
B1B020 0.117 0.011 0.192
A1A021 0.107 0.012 0.187
A1A022 0.107 0.013 0.191
B1B023 0.12 0.012 0.191
A1A024 0.1 0.012 0.19

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 3.58%.
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Cuadro 18. Mediciones de pH en la mezcla reactiva a diferentes tiempos de la
corrida experimental 1

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
A1A001 5.38
A1A002 5.35
B1B003 5.28
A1A004 5.24
A1A005 5.08
B1B006 5.24
A1A007 5.12
A1A008 5.03
B1B009 5.06
A1A010 4.92
B1BO011 4.72
A1A012 4.66
A1A013 4.45
B1B014 4.70
A1AO015 441
A1A016 4.24
B1B017 4.16
A1A018 3.68
A1A019 3.70
B1B020 3.56
A1A021 3.52
A1A022 3.48
B1B023 3.32
A1A024 3.35

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando un potencidmetro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un
error de variabilidad método de 6.56%.
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Cuadro 19. Masas obtenidas para la cuantificacion de microorganismos con la
técnica de peso seco de la corrida experimental 1

Masa Beaker Masa de

) ., Masa Beaker . .
Identificacion (0.0001 g) con muestra microorganismos
de muestra (:tOOOOI g) (iOOOOI g)
B1B003 60.4759 60.4847 0.0088
B1B006 51.5673 51.5765 0.0092
B1B009 30.9620 30.9737 0.0117
B1BO11 54.2402 54.2533 0.0131
B1B014 49.4820 49.4978 0.0158
B1B017 60.3936 60.4135 0.0199
B1B020 49.6258 49.6461 0.0203
B1B023 53.3006 53.3211 0.0205

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 15.02%.

Cuadro 20. Masas obtenidas para la cuantificacion de PHA luego de purificarlo y
secarlo para la corrida experimental 1

Masa de Beaker Masa de Beaker con Masa de PHA

Identificacion PHA

de muestra (+0.0001 ) (+0.0001 g) (+0.0001 g)
B1B003 12.8245 12.8256 0.0011
B1B006 11.9583 11.9595 0.0012
B1B009 13.0459 13.0474 0.0015
B1B011 11.0637 11.0679 0.0042
B1B014 12.7111 12.7189 0.0078
B1B017 11.9352 11.9445 0.0093
B1B020 12.7598 12.7695 0.0097
B1B023 12.7405 12.7506 0.0101

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
la balanza analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de
13.50%.
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Cuadro 21. Concentraciones de azucares fermentables obtenidos en la corrida
experimental 1 con cromatografia liquida

Glucosa Sacarosa Fructosa
ID (£0.003 %(m/v)) (£0.0064%(m/v)) (£0.002%(m/v))
C1C001 0 0 0.07
C1C002 0.016 0 0.073
C1C003 0.017 0 0.065

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 3.58%.

Cuadro 22. Datos calculados para la cuantificacion de pH en la mezcla reactiva a
diferentes tiempos de la corrida experimental 1

Identificacion de pH
muestra (£0.01)
C1C001 3.29
C1C002 3.40
C1C003 3.43

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando un potencidémetro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un
error de variabilidad método de 6.56%.
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Figura 28. Comportamiento del pH para la corrida 1 con el tiempo
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Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300

Figura 29. Identificacion de las fases de crecimiento celular para la corrida 1
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Fases identificadas de acuerdo a la Figura 2 y a la teoria mostrada en el marco
teorico.
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2. Datos cuantificados para la corrida 2

Cuadro 23. Formulacion utilizada para la inversion de azicares de la corrida
experimental 2

Compuesto Cantidad Unidad
Volumen écido sulftirico 19 +0.05 mL
Masa de hidroxido de sodio 29.4 +0.1¢g
Masa de melaza 300 +0.1g
Volumen de agua 1200 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS y los instrumentos volumétricos mostrados en la

metodologia.

Cuadro 24. Composicion del Buffer empleado en la preparacion del medio de
cultivo de la corrida experimental 2

Compuesto Cantidad Unidad
Volumen de acido acético 50 +0.0001g
Masa de acetato de sodio 97.6329 +0.0001g
Volumen de agua 500 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la

metodologia.
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Cuadro 25. Cantidades empleadas en la preparacion del medio de cultivo para la
fermentacion de la corrida experimental 2

Compuesto Cantidad Unidad
Cloruro de amonio 2.5001 +0.0001g
Bicarbonato de Sodio 1.2499 +0.0001g
Fosfato monopotasico 50034 £0.0001g
Fosfato de disodio

3.9902 +0.0001g
Sulfato de magnesio heptahidratado 1.2500 +0.0001 ¢
Cloruro de calcio dihidratado 0.0249 +0.0001¢g
Citrato de amonio férrico. 0.1256 +0.0001g
Sulfato de zinc heptahidratado 0.2032 +0.0001g
Cloruro de manganeso tetrahidratado 0.0753 +0.0001g
Acido borico 0.7507 +0.0001g
Molibdato de sodio dihidratado 0.0553 +0.0001g
Volumen de sales 2500 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.

Cuadro 26. Identificacién de muestras para la corrida 2 tomadas con el tiempo

Identificacion ~ Tiempo | Identificacion  Tiempo | Identificacion  Tiempo
de muestra (h) de muestra (h) de muestra (h)
A2A001 0.00 B2BO011 22.50 A2A021 64.64
A2A002 1.00 A2A012 24.50 A2A022 68.80
B2B003 2.00 A2A013 26.50 B2B023 70.54
A2A004 3.25 B2B014 28.50 A2A024 73.75
A2A005 4.00 A2A015 37.50 A2A025 83.75
B2B006 5.00 A2A016 40.50 A2A026 84.85
A2A007 15.42 B2B017 43.50 B2B027 85.69
A2A008 16.60 A2A018 46.50 A2A028 87.02
B2B009 18.50 A2A019 48.90 A2A029 88.02

A2A010 20.50 B2B020 61.54

En donde los primeros dos simbolos (A2) indica el nimero de corrida y los ltimos tres
(A001) se refiere al correlativo de muestra.

110



Cuadro 27. Datos obtenidos para la cuantificacion de glucosa, sacarosa y fructosa
presente en la mezcla reactiva a diferentes tiempos de la corrida experimental 2

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.002%(m/v)) (£0.002%(m/v)) (£0.004%(m/v))
A2A001 0.194 0.102 0.225
A2A002 0.192 0.101 0.229
B2B003 0.194 0.102 0.176
A2A004 0.187 0.101 0.156
A2A005 0.19 0.1 0.231
B2B006 0.186 0.104 0.174
A2A007 0.193 0.109 0.175
A2A008 0.186 0.107 0.178
B2B009 0.185 0.108 0.171
A2A010 0.178 0.109 0.192
B2B011 0.177 0.11 0.169
A2A012 0.163 0.107 0.187
A2A013 0.158 0.109 0.183
B2B014 0.153 0.107 0.17
A2A015 0.142 0.078 0.166
A2A016 0.13 0.059 0.154
B2B017 0.116 0.059 0.157
A2A018 0.128 0.058 0.154
A2A019 0.125 0.062 0.151
B2B020 0.105 0.059 0.128
A2A021 0.11 0.055 0.137
A2A022 0.1 0.05 0.126
A2A023 0.091 0.056 0.128
A2A024 0.104 0.056 0.158

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 13.98%.
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Cuadro 28. Continuacién de datos obtenidos para la cuantificacion de glucosa,
sacarosa y fructosa presente en la mezcla reactiva a diferentes tiempos de la corrida
experimental 2

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.002%(m/v)) (£0.002%(m/v)) (£0.004%(m/v))

A2A025 0.091 0.048 0.119
A2A026 0.085 0.055 0.114
A2A027 0.084 0.062 0.118
A2A028 0.083 0.056 0.117
A2A029 0.085 0.055 0.116

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 13.98%.

Cuadro 29. Medicion de pH a diferentes tiempos para la corrida experimental 2

Identificacion pH
de muestra (+£0.01)
A2A001 6.71
A2A002 6.71
B2B003 6.73
A2A004 6.69
A2A005 6.69
B2B006 6.70
A2A007 6.65
A2A008 6.63
B2B009 6.65
A2A010 6.34
B2B011 6.31
A2A012 5.99
A2A013 5.88
B2B014 5.76
A2A015 5.28

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de
variabilidad método de 1.59%.
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Cuadro 30. Continuacion de medicion de pH a diferentes tiempos para la corrida
experimental 2

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
A2A016 5.24
B2B017 5.18
A2A018 5.14
A2A019 5.14
B2B020 4.97
A2A021 4.93
A2A022 491
A2A023 491
A2A024 491
A2A025 4.86
A2A026 4.86
A2A027 4.87
A2A028 4.87
A2A029 4.86

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de
variabilidad método de 1.59%.

Cuadro 31. Masas obtenidas para la cuantificacion de microorganismos con la
técnica de peso seco de la corrida experimental 2

Masa Beaker Masa de

) ., Masa Beaker . )
Identificacion (+0.0001 g) con muestra Microorganismos
de muestra (£0.0001 g) (£0.0001 g)
B2B003 18.8788 19.1278 0.2490
B2B006 32.3564 32.6074 0.2510
B2B009 30.8132 31.0912 0.2780
B2B011 32.2059 32.4929 0.2870
B2B014 29.2667 29.6357 0.3690
B2B017 30.5686 31.0706 0.5020
B2B020 30.2476 30.7755 0.5279
B2B023 29.2996 29.8338 0.5342
B2B027 31.4239 31.9629 0.5390

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 14.80%.
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Cuadro 32. Masas obtenidas para la cuantificacion de PHA luego de purificarlo y
secarlo y para la corrida experimental 2

. . Dgz:igre Masa de Beaker Masa de PHA
Identificacion (£0.0001 g) con PHA (£0.0001 g)
de muestra (x0.0001 g)

B2B003 18.8788 19.0908 0.2120
B2B006 32.3564 32.5634 0.2070
B2B009 30.8132 31.0602 0.2470
B2B011 32.2059 32.4309 0.2250
B2B014 29.2667 29.5567 0.2900
B2B017 30.5686 31.0186 0.4500
B2B020 30.2476 30.7336 0.4860
B2B023 29.2996 29.8158 0.5162
B2B027 31.4239 31.9489 0.5250

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 14.94%.

Cuadro 33. Datos obtenidos para la cuantificacion de subproducto de la
fermentacion de azucares invertidas a diferentes tiempos de la corrida
experimental 2

Identificacion de Acido acético
muestra (£0.001 % (m/v))
A2A001 0.64
A2A002 0.654
B2B003 0.683
A2A004 0.623
A2A005 0.618
B2B006 1.066
A2A007 1.168
A2A008 1.082
B2B009 1.03
A2A010 1.102
B2B011 1.129
A2A012 1.174

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 13.98%.
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Cuadro 34. Continuacion de datos obtenidos para la cuantificacién de subproducto
de la fermentacion de azucares invertidas a diferentes tiempos de la corrida
experimental 2

Acido acético
Identificacionde  (£0.001 % (m/v))

muestra

A2A013 1.12

B2B014 1.096
A2A015 1.157
A2A016 1.087
B2B017 1.134
A2A018 1.112
A2A019 1.115
B2B020 1.02

A2A021 1.146
A2A022 1.025
A2A023 1.192
A2A024 1.048
A2A025 1.067
A2A026 1.196
A2A027 1.129
A2A028 1.11

A2A029 1.054

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 13.98%.

Cuadro 35. Datos obtenidos para la cuantificacion de glucosa, sacarosa y fructosa
presente en la mezcla reactiva a diferentes tiempos de la corrida experimental 2

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa

de muestra (£0.002%(m/v)) (£0.002%(m/v)) (£0.004%(m/v))
C2C001 0 0.013 0.076
C2C002 0 0.014 0.075
C2C003 0 0.013 0.069

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de
variabilidad método de 13.98%.
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Cuadro 36. Medicion de pH a diferentes tiempos para la corrida experimental 2

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
C2C001 4.76
C2C002 4.78
C2C003 4.73

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de
variabilidad método de 1.59%.

Figura 30. Comportamiento del pH para corrida 2 con el tiempo
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Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300
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Figura 31. Identificacion de las fases de crecimiento celular para la corrida 2
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Fases identificadas de acuerdo a la Figura 2 y a la teoria mostrada en el marco teorico.

3. Datos cuantificados para la corrida 3

Cuadro 37. Formulacioén utilizada para la inversion de azacares de la corrida
experimental 3

Compuesto Cantidad Unidad
Volumen écido sulftirico 12 +0.05 mL
Masa de hidroxido de sodio 17.7897 +0.0001 g
Masa de melaza 300 +0.1g
Volumen de agua 1210 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.
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Cuadro 38. Cantidades de reactivos empleados en la preparacion del buffer para la
fermentacion de la corrida experimental 3

Compuesto Cantidad Unidad
Masa de fosfato monopotésico 4.1720 +0.0001g
Masa de fosfato de disodio 2.7460 +0.0001g
Volumen de agua 500 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS y los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.

Cuadro 39. Cantidades de reactivos empleados en la preparacion del medio de
cultivo para la fermentacion de la corrida experimental 3

Compuesto Cantidad Unidad
Cloruro de amonio 5.0109 +0.0001g
Bicarbonato de Sodio 2.4998 +0.0001g
Fosfato monopotasico 10.0035 +0.0001g
Fosfato de disodio 7.9762 +0.0001g
Sulfato de magnesio heptahidratado 25015 +0.0001g
Cloruro de calcio dihidratado 0.0512 +0.0001g
Citrato de amonio férrico. 0.2497 +0.0001g
Sulfato de Zinc heptahidratado 0.4062 +0.0001g
Cloruro de Manganeso tetrahidratado 0.5016 +0.0001g
Acido bérico 1.4994 +0.0001g
Molibdato de sodio dihidratado 0.1102 +0.0001g
Volumen de sales 5000 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.
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Cuadro 40. Identificacion de muestras para la corrida 3 tomadas con el tiempo

Identificacion ~ Tiempo | Identificacion  Tiempo
de muestra (h) de muestra (h)
A3A001 0.00 A3A015 43.92
A3A002 1.00 B3B016 45.92
B3B003 2.00 A3A017 47.92
A3A004 3.00 A3A018 49.92
A3A005 5.50 B3B019 51.92
B3B006 6.75 A3A020 65.42
A3A007 17.92 A3A021 68.42
A3A008 22.92 B3B022 71.42
B3B009 23.67 A3A023 73.42
B3B010 24.92 A3A024 75.42
A3A011 25.92 B3B025 77.42
B3B012 26.92 A3A026 88.92
B3B013 27.92 A3A027 91.92
A3A014 41.67 B3B028 94.92

En donde los primeros dos simbolos (A3) indica el nimero de corrida y los ultimos tres
(A001) se refiere al correlativo de muestra.

119



Cuadro 41. Concentraciones obtenidas para la cuantificacion de azucares
fermentables con cromatografia liquida para la corrida experimental 3

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.003 %(m/v))  (£0.003 %(m/v)) (£0.003 %(m/v))
A3A001 0.104 0.089 0.101
A3A002 0.085 0.092 0.125
B3B003 0.124 0.092 0.23
A3A004 0.107 0.089 0.256
A3A005 0.107 0.103 0.256
B3B006 0.125 0.091 0.215
A3A007 0.119 0.069 0.017
A3A008 0.039 0.014 0
B3B009 0.016 0.025 0
B3B010 0 0.026 0
A3A011 0 0.024 0
B3B012 0 0.024 0
B3B013 0 0.025 0
A3A014 0.035 0.026 0
A3A015 0.026 0.026 0
B3B016 0 0.031 0
A3A017 0.035 0.037 0.026
A3A018 0.037 0.029 0
B3B019 0 0.026 0.009
A3A020 0 0.008 0
A3A021 0 0.011 0
B3B022 0.029 0.029 0
A3A023 0 0 0
A3A024 0.026 0.017 0
B3B025 0 0.008 0
A3A026 0 0.008 0
A3A027 0 0.008 0
B3B028 0 0.027 0

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando
una columna Hi-plex H y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de
3.35%.
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Cuadro 42. Medicion de pH a diferentes tiempos para la corrida experimental 3

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
B3B003 5.99
B3B006 5.9
B3B010 6.03
B3B013 6.62
B3B016 6.77
B3B019 6.75
B3B022 6.77
B3B025 6.84
B3B028 6.98

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de
variabilidad método de 0.43%.

Cuadro 43. Masas obtenidas para la cuantificacion de microorganismos con la
técnica de peso seco de la corrida experimental 3

Masa Beaker Masa de
) ., Masa Beaker . .
Identificacion (£0.0001 g) con muestra Microorganismos
de muestra (+0.0001 g) (+0.0001 g)
B3B003 18.8788 19.4139 0.5351
B3B006 32.3564 32.8924 0.5360
B3B010 30.8132 31.3892 0.5760
B3B013 32.1986 32.7961 0.5975
B3B016 29.2667 29.9385 0.6718
B3B019 30.566 31.2556 0.6896
B3B022 30.2476 30.9363 0.6887
B3B025 29.2996 29.9980 0.6984
B3B028 31.4239 32.1468 0.7229

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 6.75%.
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Cuadro 44. Masas obtenidas para la cuantificacion de PHA luego de purificarlo y
secarlo para la corrida experimental 3

Masa de Masa de
. . Beaker Beaker con Masa de PHA

Identificacion (£0.0001 g) PHA (£0.0001 g)
de muestra (+0.0001 g)

B3B003 18.8788 19.2534 0.3746
B3B006 32.3564 32.7258 0.3694
B3B010 30.8132 31.2008 0.3876
B3B013 32.1986 32.6648 0.4662
B3B016 29.2667 29.7739 0.5072
B3B019 30.5660 31.1354 0.5694
B3B022 30.2476 30.8448 0.5972
B3B025 29.2996 29.892768 0.5932
B3B028 31.4239 32.0297 0.6058

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 12.5%.

Cuadro 45. Concentraciones obtenidas para la cuantificacion de azucares
fermentables con cromatografia liquida para la corrida experimental 3

Glucosa Sacarosa
Identificacion (+0.003 (£0.003 Fructosa
de muestra %(m/v)) %(m/v)) (£0.003 %(m/v))
C3C001 0 0.009 0
C3C002 0 0.011 0
C3C003 0 0.01 0

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando
una columna Hi-plex H y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de
3.35%.
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Cuadro 46. Medicion de pH a diferentes tiempos para triplicado de corrida
experimental 3

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
C3C001 6.96
C3C002 6.97
C3C003 6.98

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de
variabilidad método de 0.43%.

Figura 32. Comportamiento de pH para corrida 3 con el tiempo
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Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300
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Figura 33. Identificacion de las fases de crecimiento celular para la corrida 3
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Fases identificadas de acuerdo a la Figura 2 y a la tedrica mostrada en el marco teorico.

Concentracion de microorganismos (g/mL)

4. Datos cuantificados para la corrida 4

Cuadro 47. Formulacion utilizada para la inversion de azicares de la corrida
experimental 4

Compuesto Cantidad Unidad
Volumen écido sulftirico 19 +0.05 mL
Masa de hidroxido de sodio 27.9766 +0.0001 g
Masa de melaza 300 +0.1¢g
Volumen de agua 1000 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS vy los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.
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Cuadro 48. Cantidad empleada de hidroxido de sodio en la preparacion de
solucién de hidroxido de sodio 0.88 M para la fermentacion de la corrida
experimental 4

Compuesto Cantidad Unidad
Masa de hidroxido de sodio 38.751 +0.0001 g
Volumen de agua 1100 +5mL

Las masas y volumenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando balanza analitica OHAUS y los instrumentos volumétricos mostrados en la
metodologia.

Cuadro 49. Cantidades de reactivos empleados en la preparacion del medio de
cultivo para la fermentacion de la corrida experimental 4

Compuesto Cantidad Unidad
Cloruro de amonio 14.5046 +0.0001g
Bicarbonato de Sodio 5.001 +0.0001g
Fosfato monopotasico 19.9997 +0.0001g
Fosfato de disodio 15.9559 +0.0001g
Sulfato de magnesio heptahidratado 5.0002 +0.0001g
Cloruro de calcio dihidratado 0.1024 +0.0001g
Citrato de amonio férrico. 0.5053 +0.0001g
Sulfato de Zinc heptahidratado 0.1084 +0.0001g
Cloruro de Manganeso tetrahidratado 0.0553 +0.0001g
Acido bérico 0.4026 +0.0001¢g
Molibdato de sodio dihidratado 0.21927 +0.0001g
Volumen de sales 10000 +5mL

Las masas y volimenes mostrados se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion
barométrica, empleando balanza analitica OHAUS y los instrumentos volumétricos
mostrados en la metodologia.
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Cuadro 50. Identificacion de muestras para la corrida 4 tomadas con el tiempo

Identificacion  Tiempo | Identificacion  Tiempo | Identificacion  Tiempo
de muestra (h) de muestra (h) de muestra (h)
A4A001 0 A4A010 22 A4A019 52
A4A002 1 A4A011 24 A4A020 55
B4B003 2 B4B012 26 B4B021 58
A4A004 3 A4A013 28 A4A022 70
A4A005 4 A4A014 30 A4A023 74
B4B006 5 B4B015 32 B4B024 78
A4A007 6 A4A016 34 A4A025 82
A4A008 7 A4A017 46 A4A026 94
B4B009 8 B4B018 49 B4B027 96

En donde los primeros dos simbolos (A4) indica el nimero de corrida y los tltimos
tres (A001) se refiere al correlativo de muestra.
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Cuadro 51. Concentraciones obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
con cromatografia liquida para la corrida experimental 4

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.001%(m/v)) (£0.003%(m/v)) (£0.001%(m/v))
A4A001 0.208 0.041 0.109
A4A002 0.161 0 0.032
B4B003 0.196 0.049 0.059
A4A004 0.166 0 0.02
A4A005 0.152 0 0.002
B4B006 0.154 0 0.022
A4A007 0.185 0.013 0.054
A4A008 0.194 0.016 0.028
B4B009 0.168 0 0.008
A4A010 0.136 0 0.104
A4A011 0.036 0 0.009
B4B012 0.028 0 0.009
A4A013 0.027 0 0.067
A4A014 0.037 0 0.039
B4B015 0.039 0 0.025
A4A016 0.038 0 0.011
A4A017 0.028 0 0.019
B4B018 0.028 0 0.018
A4A019 0.028 0 0.013
A4A020 0.031 0 0.01
B4B021 0.029 0 0.018
A4A022 0 0 0.005
A4A023 0 0 0.001
B4B024 0 0.006 0.016
A4A025 0.007 0.006 0.017
A4A026 0 0.007 0.019
B4B027 0.006 0.007 0.006

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de 6.92%.
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Cuadro 52. Medicion de pH a diferentes tiempos para la corrida experimental 4

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
A4A001 7.02
A4A002 6.93
B4B003 6.84
A4A004 6.70
A4A005 6.65
B4B006 6.49
A4A007 6.31
A4A008 6.45
B4B009 6.46
A4A010 4.59
A4A011 6.99
B4B012 6.85
A4A013 6.72
A4A014 6.71
B4B015 6.58
A4A016 6.44
A4A017 6.44
B4B018 6.82
A4A019 6.72
A4A020 6.59
B4B021 6.51
A4A022 6.32
A4A023 6.38
B4B024 6.43
A4A025 6.47
A4A026 6.55
B4B027 6.53

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando un
potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de variabilidad método
de 0.70%.
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Cuadro 53. Medicion de pH a diferentes tiempos para triplicado de corrida experimental 4

Identificacion pH
de muestra (£0.01)
C4C001 6.56
C4C002 6.54
C4C003 6.54

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando un
potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300. Datos con un error de variabilidad método
de 0.70%.

Cuadro 54. Masas obtenidas para la cuantificacion de microorganismos con la técnica de
peso seco de la corrida experimental 4

Masa Beaker Masa de
. ., Masa Beaker . .
Identificacion (£0.0001 g) con muestra Microorganismos
de muestra (+£0.0001 g) (£0.0001 g)

B4B003 30.8132 31.1322 0.3190
B4B006 32.1986 32.5646 0.3660
B4B009 29.2996 29.6687 0.3691
B4B012 29.2667 29.7642 0.4975
B4B015 30.566 31.1329 0.5669
B4B018 30.2476 30.8104 0.5628
B4B021 31.3968 31.9731 0.5763
B4B024 32.3564 32.9467 0.5903
B4B027 31.4239 32.0507 0.6268

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza analitica
OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 7.69%.
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Cuadro 55. Masas obtenidas para la cuantificacion de PHA luego de purificarlo y secarlo
para la corrida experimental 4

Masa de Beaker

Identificacion Masa de Beaker con PHA Masa de PHA
de muestra (£0.0001 g) (£0.0001 g) (£0.0001 g)
B4B003 30.8132 31.1128 0.2996
B4B006 32.1986 32.5478 0.3492
B4B009 29.2996 29.6672 0.3676
B4B012 29.2667 29.7436 0.4769
B4B015 30.5660 31.1206 0.5546
B4B018 30.2476 30.8005 0.5529
B4B021 31.3968 31.9599 0.5631
B4B024 32.3564 32.9336 0.5772
B4B027 31.4239 32.0393 0.6154

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza analitica
OHAUS, modelo PA114. Datos con un error de variabilidad método de 7.64%.
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Cuadro 56. Datos obtenidos para la cuantificacion de subproductos de la
fermentacion de azucares invertidas a diferentes tiempos de la corrida
experimental 4

Identificacion de Acido Lactico Etanol
muestra (£0.002%(m/v)) (£0.001%(m/v))
A4A001 0.024 0
A4A002 0.033 0.078
B4B003 0 0.033
A4A004 0.029 0.035
A4A005 0.034 0.049
B4B006 0.028 0.039
A4A007 0 0
A4A008 0 0.049
B4B009 0.017 0
A4A010 0.022 0.05
A4A011 0.015 0.052
B4B012 0.02 0
A4A013 0.041 0
A4A014 0.04 0
B4B015 0.047 0
A4A016 0.037 0
A4A017 0.003 0
B4B018 0.041 0
A4A019 0.019 0
A4A020 0.021 0
B4B021 0.02 0
A4A022 0.029 0.101
A4A023 0 0.107
B4B024 0 0.123
A4A025 0 0.128
A4A026 0.03 0.135
B4B027 0 0.132

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de 6.92%.
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Cuadro 57. Concentraciones obtenidas para la cuantificacion de azlcares fermentables
con cromatografia liquida para la corrida experimental 4

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa

de muestra (£0.001%(m/v)) (£0.003%(m/v)) (£0.001%(m/v))
C4C001 0.005 0 0.011
C4C002 0.006 0 0.007
C4C003 0.003 0 0.007

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex H y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de 6.92%.

Figura 34. Comportamiento de pH para corrida 4 con el tiempo
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Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un potenciometro OHAUS con electrodo estandar ST300
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Figura 35. Identificacion de las fases de crecimiento celular para la corrida 4
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Fases identificadas de acuerdo a la Figura 2 y a la tedrica mostrada en el marco tedrico.

B. CALCULOS DE MUESTRA

Calculo 1. Determinacion del rendimiento de concentracién de microorganismos con
respecto al consumo de sustrato (Yx/s).

Utilizando la ecuacion (8) de la seccion de marco teodrico y los datos de consumo
de sustrato y generacion de producto mostrados en los cuadros 27 y 62, se obtiene:

.o (0.0108 — 0.0050) g/mL
/S ™ (0.0156 — 0.0077) g/mL

Y /s = 0.7295 x 100
Y, /s = 72.95%

Calculo 2. Determinacion del rendimiento de concentracion de producto con respecto
al consumo de sustrato (Yp/s).

Utilizando la ecuacion (9) de la seccion de marco teodrico y los datos de consumo
de sustrato y generacion de producto mostrados en los cuadros 28 y 62, se obtiene:
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, (00103 —0.0046) g/mL
P/* = (0.0156 — 0.0077) g/mL

Y,/s = 0.7145 X 100
Cilculo 3. Determinacion del rendimiento de concentracion de producto con respecto
a microorganismos (Yp/x).

Para calcular el rendimiento Yp/x , se utiliza la ecuacion:

Y

/
Yp/x = Yp : (4])
x/s

Ecuacion 41. Rendimiento de generacion de producto con respecto al consumo de
sustrato, donde Yx/s es el rendimiento de concentracion de microorganismos con
respecto al sustrato y Yp/s es el rendimiento de concentraciéon de producto con
respecto al sustrato.

Empleando los datos de los cuadros 27, 28 y 62 para los rendimiento necesarios
para el célculo, se obtiene:

i 0.7145
P/* = 07295

Y,/ = 0.9793 x 100

Cialculo 4. Determinacion del rendimiento de concentracion de subproducto con
respecto a sustrato (Ysp/s).

Utilizando la ecuacion (10) de la seccion de marco teodrico y los datos de consumo
de sustrato y generacion de subproducto mostrados en los cuadros 29 y 62, se
obtiene

.o (0.00316 — 0.00192) g/mL
SP/S ™~ (0.0156 — 0.0077) g/mL

Ysp/s = 0.1562 x 100

p/s
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Calculo 5. Determinacion de la concentracion de microorganismos

Para calcular el rendimiento Cy, se utiliza la ecuacion:

g peso seco
N7 mL de muestra (42)

Ecuacion 42. Concentracion de microorganismos, donde g peso seco es la masa

que se obtiene de microorganismos y mL de muestra es el volumen de la muestra
tomada para la obtencion de microorganismos.

Empleando los datos del Cuadro 27 y considerando que el volumen de muestra fue
de 50mL para los datos necesarios para el calculo, se obtiene:

B 0.5023 g
N 50 mL

Cy = 0.0100 g/mL

Calculo 6. Determinacion de la concentracion de PHA

Para calcular el rendimiento Cp, se utiliza la ecuacion:

_ g PHA
" mL de muestra (43)

Cp

Ecuacion 43. Concentracion de PHA, donde g PHA es la masa que se obtiene de

producto y mL de muestra es el volumen de la muestra tomada para la obtencion de
PHA.

Empleando los datos del Cuadro 28 y considerando que el volumen de muestra fue
de 50mL para los datos necesarios para el calculo, se obtiene:

B 0.4501 g
P 50mlL

Cp = 0.0090 g/mL
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Calculo 7. Correccion de azicares fermentables cuantificados por HPLC

Utilizando el factor de dilucion 1:3 que se trabajo para la preparacion de las muestras
en la escala de la curva de calibracion del HPLC, se calcula el porcentaje de azucares
de la siguiente manera:

0.194% glucosa en solucion x (3) = 0.582% (m/v)

1
0.582% (m/v) (M) — 0.00582 g/mL

Calculo 8. Concentracion total de azucares fermentables cuantificados por HPLC

Para calcular la concentracion total de aztcares fermentables, se utiliza la ecuacién:

Cs = ([Glucosa] + [Sacarosa] + [Fructosal) g/mL (44)
Ecuacion 44. Concentracion total de azicares fermentables, donde [Glucosa] es la
concentracion de glucosa, [Sacarosa] es la concentracion de sacarosa y [Fructosa]
es la concentracion de fructosa.

Empleando los datos del Cuadro 61, necesarios para el calculo, se obtiene:

Cs = ([0.00582] + [0.00306] + [0.00675]) g/mL

Cs = 0.0156 g/ml

Cilculo 9. Formacion de Polihidroxialcanoatos
Para calcular determinar los coeficientes estequiométricos, se utiliza la ecuacion:
A C¢Hy,05 = B (C4Hg0,), + C H,0 + D 0, 45)
Ecuacion 45. Reaccién quimica para la formacion de PHA, donde A es el
coeficiente estequiometrico de la glucosa, B el coeficiente estequiométrico de PHA,

C el coeficiente estequiométrico del agua formada y D el coeficiente
estequiométrico del oxigeno formado.

Considerando que el compuesto comun para los polihidroxialcanoatos es el PHB y
que el mas comun de estos es el P3HB el cual presenta como mondémero CsHgO2 y
un peso molecular promedio de 1.65x10° g/mol, se tiene lo siguiente:
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_ 1.65 x 10° g/mol P3HB
"~ 86.09 g/mol C,Hg0,

n=1917

(C4H602)n = (C4H602)1917

Cuadro 58. Balanceo de carbono, hidrogeno y oxigeno en la fermentacion de PHA

REACTIVOS PRODUCTOS

7666 C) 4 x 1917 = 7666
C)——=1277 H) 6 x 1917 = 11500
H)1278 x 12 = 15333 0) 2 x 1917 = 3833

0)1278 X 6 = 7666

Balanceando oxigeno y agua

1 mol H,0 )_

(Hin = Houymol H (2

15333 mol H — 11500 mol H

5 = 1917 mol H,0
[(0) Mol 0 — (Ooyr) 10](1"’0102)—
IN) Mo out) MO omol0 )~
7666 mol O — 3833 mol O
=1917

2

1
1917 mol 0, <2—) = 958 mol 0,

Cuadro 59. Valores de coeficientes para la ecuacion (45)

Coeficiente Valor
A 1277
B 1
C 1918
D 958
n 1917
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Reaccion balanceada para la produccién de polihidroxialcanoatos

1277 C4Hy506 = (C4Hg04)1917 + 1917 H,0 + 958 0,

Calculo 10. Produccion de biomasa
Para calcular determinar los coeficientes estequiométricos, se utiliza la ecuacion:
CeH1206 + H,0 + N + P + 7,C H,0,N,P, - 1,C,H,0,N,P, + N + P (46)
Ecuacion 46. Reaccion quimica para la produccion de Biomasa, donde 7, y 7, son
los coeficientes estequiométricos para la ecuacion molecular de microorganismos,
x el subindice para el carbono, y el subindice para el hidrégeno, z el subindice para
el oxigeno, a el subindice para el nitrégeno y b el subindice para el fosforo presente

en la ecuacion molecular de microorganismos.

En donde la composicion de los microorganismos es una incognita. Es por esto que
se toma en cuenta que:

Inicio fermentacion

Nitrogeno

1 mol NH,CI 1 mol NH, 1mol N
14.5046.9 N1 ) [

53.491 g NH,Cl) \1 mol NH,Cl) \1 mol NH,

= 0.2711 mol N

1 mol Fe(NH,CI) 1 mol NH, 1 mol N
0.5053 g Fe(NH,CI) ( ) ( )

261974 g Fe(NH,Cl) /] \1 mol Fe(NH,Cl)/ \1 mol NH,
= 0.0019 mol N

moles totales de N = 0.2730 mol N

Fosforo

1 mol KH,PO,\ / 1 mol H,PO, 1mol P
19.9997 g KH,PO, ( ) ( )

136 g KH,P0,/) \1 mol KH,P0,/ \1 mol H,PO,

= 0.1471 mol P
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1mol Na,HPO, 1mol HPO;? 1 mol P
15.9559 g Na,HPO, ( )

141.96 g Na,HPO,/\1mol Na,HPO, ) \1mol HPO,?
=0.1124 mol P
moles totales de P = 0.2594 mol P

Glucosa

0.00624 g (1000 mL
' 1L

1 mol glucosa )
mL

)(10 L) = 62.4 g glucosa <180.156 g glucosa

= 0.3463 mol glucosa

Final fermentacion

Nitrogeno

100 22 Nitrégeno (10 L) = 1000 ( L9 )( Lmol N )
[ regenoe - MI\1000 mg/ \14.0067 g N

= 0.0713 mol N

Fosforo
mg .,
275 - Fésforo (10 L)
1g 1mol PO, 3 1mol P
= 2750 mg ( ) — =
1000 mg/\94.9714 g P0; %) \1mol PO,

= 0.02895 mol P

Glucosa

0.0018 g (1000 mL
' mlL 1L

1 mol glucosa )

)(10 L) =18 g glucosa (180_156 g glucosa

= 0.0099 mol glucosa

Formula molecular

P) 0.2595 + 7, b = 0.02895 + 7,b
N)0.2730 + 7, a = 0.0713 + 1,a

0) 0.3463(6) = 1,z
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H) 0.3463(12) = 17,y
C) 0.3463(6) = 1,x
Tomando en cuenta tinicamente los consumos de reactivos en la reaccion, se tiene
por lo tanto que t; = 0
P) 0.23049 = 1,b
N) 0.201694 = 1,a
0) 2.0778 = 1,z
H) 4.1556 = 17,y
C) 2.0778 = 1,x
Encontrando valores para a,b,x,y,z

at, a 0.201694

_—mM = = 1
atr, a 0.201694
bt, b _ 023049 _ 1428
at, a 0201694
Xt x 20778 10,3017
at, a 0201694
yi, Y 4.1556
=2 =———— =206035
atr, a 0.201694
zt, z 20778 10.30175
at, a 0201694
Dado que a=1 se tiene que:
L -11428 b =11428 = =10.3017 x =10.3017
&) 6
(yT) = 20.6035 y = 20.6035 (ZT) =10.30175 z = 10.30175

3a=3 @B)b=3 @Gx=31 @B)y=62 (3)z=31
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CxHyOZNan = (31Hg30351N3P;

Balanceo

Colocando la formula molecular que se determin6 para los microorganismos y los

compuestos utilizados como fuente de nitrogeno y fosforo, se tiene la siguiente
ecuacion a balancear:

C¢H,,0¢ + NH,Cl + Fe(NH,Cl) + KH,PO, + Na,HPO, + 0,
— C31Hg303.N3P; + Cl” + K* + Na* + Fe*™ + H,0

Asignando variables y planteando ecuaciones para cada compuesto se tiene:

a= CsH1206 b =NH4Cl Cc= Fe(NH4) d= KH2POq4
e =Na;HPO4 f=C31Hg0O31N3P3 g= Cl h=K"
i=Na* j=Fe" k= H,O =02

C) 6a = 31f

H)12a +4b +4c + 2d + e = 62f + 2k
O)6a+4d +4e+ 2l =31f +k
N)b +c =3f

P)d + e =3f

Kyd=nh

Chb=g

Fe)c=j

Na)2e =i

Calculando los moles agregados para cada compuesto:

Cuadro 60. Cantidad de sustancia agregada para las fuentes de N, P y sustrato

Cantidad Cantidad de sustancia
Compuesto  (£0.0001 g)  Peso molecular (g/mol) (mol)
NH4Cl 14.5046 53.49 0.271164704
Fe(NH4) 0.1084 261.974 0.000413782
KH2PO4 19.9997 136 0.147056618
Na2HPO4 15.9559 141.96 0.112397154
Melaza 300 -- --

Dado que la cantidad de materia para Fe(NH4) es significativamente menor a los
demas compuestos, se aproxima a cero (4.13x10*~ 0 2> ¢=0)

Si =10 y c=0, entonces:
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Conociendo que,

Na,HPO, 0.1123971
KH,PO,  0.1470566

= 0.7643

Se tiene la relacion e/d=0.7643, por lo tanto:
e = 0.7643d
d + 0.7643d = 30

1.7643d = 30
d=17

e =0.7643(17)
e=13

Balanceando oxigeno y agua:
Hidrogeno
12(52) +4(30) +4(0) + 2(17) + (13) = 62(10) + 2k
791 = 620 + 2k
k =855

Oxigeno
6(52) +4(17) +4(13) + 21 = 31(10) + k

6(52) + 4(17) + 4(13) + 21 = 31(10) + (85.5)

[ =18.25
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Cuadro 61. Determinacion de coeficientes para la ecuacion (46)

Coeficiente Valor Valor corregido
a 52 — 208
b 30 — 120
c 0 — 0
d 17 — 68
e 13 — 52
f 10 — 40
g 30 — 120
h 17 — 68
i 26 — 104
] 0 — 0
k 85.5 — 342
1 18.25 — 73

Para eliminar decimales, se multiplican todos los coeficientes por 4 por lo tanto
finalmente se tiene la reaccion balanceada para la formacidon de microorganismos.

208 C,Hy,0, + 120 NH,CL + 68 KH,PO, + 52 Na,HPO, + 73 0,
— 40 C3,Hg,03, NP5 + 120 CI~ + 68 K+ + 104 Na* + 171 H,0
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C. ANALISIS DE ERROR

Calculo 11. Propagacion de error para azlcares totales.

Para calcular la incertidumbre, se utiliza la ecuacion:

Ay = +./(8A)% + (AB)? (47)

Ecuacion 47. Incertidumbre de sumas y restas, donde AA es la incertidumbre de la
medida A y AB la incertidumbre del valor medido B.

Empleando las incertidumbre necesarias para el calculo, se obtiene:

Ay = +./(0.0018)2 + (0.00202)2 + (0.004)?
Ay = 0.004836 % (0.00795 g/mL)

Ay = +3.84 X 107> g/mL

Calculo 12. Propagacion de error para rendimiento de concentracion
microorganismos con respecto al sustrato.

Para calcular la incertidumbre, se utiliza la ecuacion:

Ct CORC BT R

Ecuacion 48. Incertidumbre de multiplicaciones y divisiones, donde AA es la

incertidumbre de la medida A, A es el valor de la medicion, AB la incertidumbre
de la medida B y B es el valor de la medicion.

Empleando las incertidumbre necesarias para el calculo, se obtiene:

by _ ., |(384x1075)° s ( 0.0001 )2
7296 0.00795 0.00568

Ay = +1.8136 %
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Calculo 13. Desviacion estandar de triplicado de PHA.
Para calcular la desviacion estandar, se utiliza la ecuacion:
X —X)2
g [EX =X (49)

n—1

Ecuacion 49. Desviacion estandar, donde X es la media del set de datos, X el valor
del dato puntual y n el numero de datos disponibles.

Empleando los datos del cuadro 66 necesarios para el calculo, se obtiene:

S=+

(3.1 —3.2)2 + (3.1 — 3.1)2(3.1 — 2.9)2
2
S=1+0.1527g

Cilculo 12. Media del triplicado de PHA.

Para calcular la media del triplicado, se utiliza la ecuacion:

__Z'n (50)
=5

Ecuacion 50. Media, donde 2n es la sumatoria del set de datos y N es el nimero de
datos disponibles.

Empleando los datos del cuadro 66 necesarios para el calculo, se obtiene:

_ 31+31+29
X =
3
X=31g

Calculo 14. Error porcentual de variacion de método para PHA.

Para calcular el error porcentual de variacion del método, se utiliza la ecuacion:

30,
cv =2% (51)
|X]

Ecuacion 51. Error porcentual de variacion del método, donde o, es la desviacion
estandar y X es el valor absoluto de la media.
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Empleando los valores necesarios para el célculo, se obtiene:

v <0.1527><3) 100
=— | X
3.1

CV =14.94%

Calculo 15. Error de la linealidad de curva de calibracion
Para calcular el error de la lincalidad de curva de calibracion del método, se utiliza
la ecuacion:

E=(1-R? (352)

Ecuacién 52. Error de la linealidad de curva de calibracion, donde o, es la
desviacion estandar y X es el valor absoluto de la media.

Empleando los valores necesarios para el célculo, se obtiene:
E =(1-0.99818)

E =0.00182%
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D. DATOS CALCULADOS

1. Datos calculados la corrida 1

Cuadro 62. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 1

Concentracion
Masa de microorganismos
Identificacion microorganismos (£3.01x10°
de muestra (x0.0001 g) g/mL)
B1B003 0.0088 0.0003
B1B006 0.0092 0.0003
B1B009 0.0117 0.0003
B1BO011 0.0131 0.0004
B1B014 0.0158 0.0005
B1B017 0.0199 0.0006
B1B020 0.0203 0.0006
B1B023 0.0205 0.0006

Las masas y concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando la balanza analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 63. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA
luego de purificarlo y secarlo para la corrida experimental 1

Concentracion
de PHA

Masa de PHA (+2.86x10¢
1D (+£0.0001g) g/mL)
B1B003 0.00110 0.0000
B1B006 0.00120 0.0000
B1B009 0.00150 0.0000
B1B011 0.00420 0.0001
B1B014 0.00780 0.0002
B1B017 0.00930 0.0003
B1B020 0.00970 0.0003
B1B023 0.01010 0.0003

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando la balanza analitica OHAUS, modelo PA114.
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Cuadro 64. Concentraciones de azucares fermentables calculados en la corrida
experimental 1 con cromatografia liquida y tomando en cuenta las disoluciones

preparadas

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa

de muestra (£0.0096g/mL) (£0.0096g/mL) (x0.0096g/mL)
A1A001 0.00423 0.00054 0.00714
A1A002 0.00429 0.00051 0.00693
B1B003 0.00447 0.00057 0.00711
A1A004 0.00432 0.00051 0.00699
A1A005 0.00417 0.00054 0.00681
B1B006 0.00429 0.00054 0.00621
A1A007 0.00453 0.00051 0.00714
A1A008 0.0045 0.00057 0.00711
B1B009 0.00426 0.00048 0.00708
A1A010 0.00444 0.00057 0.00711
B1B011 0.00417 0.00051 0.00666
A1A012 0.00375 0.00048 0.00543
A1A013 0.00312 0.00045 0.00528
B1B014 0.00336 0.00042 0.00576
A1A015 0.00315 0.00042 0.00558
A1A016 0.00309 0.00039 0.00534
B1B017 0.00312 0.00036 0.00543
A1A018 0.00321 0.00033 0.00573
A1A019 0.00324 0.00036 0.00555
B1B020 0.00351 0.00033 0.00576
A1A021 0.00321 0.00036 0.00561
A1A022 0.00321 0.00039 0.00573
B1B023 0.0036 0.00036 0.00573
A1A024 0.003 0.00036 0.0057

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
un Cromatografo liquido con columna Hi-plex H y fase movil acuosa
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Cuadro 65. Concentraciones de azlcares fermentables totales calculados en la
corrida experimental 1 con cromatografia liquida

Identificacion de  Azucares totales

muestra (£1.05x107 g/mL)
A1A001 0.01191
A1A002 0.01173
B1B003 0.01215
A1A004 0.01182
A1A005 0.01152
B1B006 0.01104
A1A007 0.01218
A1A008 0.01218
B1B009 0.01182
A1A010 0.01212
B1BOI11 0.01134
ATAO012 0.00966
A1A013 0.00885
B1B014 0.00954
A1A015 0.00915
A1A016 0.00882
B1B017 0.00891
A1A018 0.00927
A1A019 0.00915
B1B020 0.0096
A1A021 0.00918
A1A022 0.00933
B1B023 0.00969

AlA024 0.00906

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando un Cromatégrafo liquido con columna Hi-plex H y fase mévil acuosa.
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Cuadro 66. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 1

Masa
Identificacién microorganismos Concentracidn microorganismos
de muestra (£0.0001 g) (£3.01x10° g/mL)
C1C001 7.5 0.0015
C1C002 7.3 0.0024
C1C003 6.8 0.0023

Las masas y concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica,
empleando la balanza analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 67. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA
luego de purificarlo y secarlo y para la corrida experimental 1

Masa de Concentracion de
Identificacion PHA PHA
de muestra (0.1g) (£2.86x10° g/mL)
C1C001 2.5 0.0005
C1C002 2.7 0.0009
C1C003 2.5 0.0005

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando
la balanza analitica OHAUS, modelo PA114.
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2. Datos calculados para la corrida 2

Cuadro 68. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 2

Masa de Concentracion
Identificaciéon Microorganismos Microorganismos
de muestra (+0.0001 g) (£2.00x10° g/mL)
B2B003 0.2490 0.00498
B2B006 0.2510 0.00502
B2B009 0.2780 0.00556
B2B011 0.2870 0.00574
B2B014 0.3690 0.00738
B2B017 0.5020 0.01004
B2B020 0.5279 0.010558
B2B023 0.5342 0.010684
B2B027 0.5390 0.01078

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 69. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA
luego de purificarlo y secarlo para la corrida experimental 2

I Concentracién de
Identificacion Masa de PHA PHA
de muestra (x0.0001 g) (£2.00x10¢ g/mL)
B2B003 0.2120 0.00424
B2B006 0.2070 0.00414
B2B009 0.2470 0.00494
B2B011 0.2250 0.00450
B2B014 0.2900 0.00580
B2B017 0.4500 0.00900
B2B020 0.4860 0.00972
B2B023 0.5162 0.01032
B2B027 0.5250 0.01050

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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Cuadro 70. Concentraciones calculadas de azucares fermentables en la mezcla
reactiva a diferentes tiempos, para la corrida experimental 2

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.00012 g/mL)  (£0.00012 g/mL) (x0.00012 g/mL)
A2A001 0.00582 0.00306 0.00675
A2A002 0.00576 0.00303 0.00687
B2B003 0.00582 0.00306 0.00528
A2A004 0.00561 0.00303 0.00468
A2A005 0.0057 0.003 0.00693
B2B006 0.00558 0.00312 0.00522
A2A007 0.00579 0.00327 0.00525
A2A008 0.00558 0.00321 0.00534
B2B009 0.00555 0.00324 0.00513
A2A010 0.00534 0.00327 0.00576
B2B011 0.00531 0.0033 0.00507
A2A012 0.00489 0.00321 0.00561
A2A013 0.00474 0.00327 0.00549
B2B014 0.00459 0.00321 0.0051
A2A015 0.00426 0.00234 0.00498
A2A016 0.0039 0.00177 0.00462
B2B017 0.00348 0.00177 0.00471
A2A018 0.00384 0.00174 0.00462
A2A019 0.00375 0.00186 0.00453
B2B020 0.00315 0.00177 0.00384
A2A021 0.0033 0.00165 0.00411
A2A022 0.003 0.0015 0.00378
A2A023 0.00273 0.00168 0.00384
A2A024 0.00312 0.00168 0.00474
A2A025 0.00273 0.00144 0.00357
A2A026 0.00255 0.00165 0.00342
A2A027 0.00252 0.00186 0.00354
A2A028 0.00249 0.00168 0.00351
A2A029 0.00255 0.00165 0.00348

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando las
concentraciones obtenidas con la cromatografia liquida, columna Hi-plex H y fase movil
acuosa.
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Cuadro 71. Concentraciones calculadas de azucares fermentables totales en la
mezcla reactiva a diferentes tiempos, para la corrida experimental 2

Identificacion de Azucares totales
muestra (£3.84x10”° g/mL)
A2A001 0.0156
A2A002 0.0157
B2B003 0.0142
A2A004 0.0133
A2A005 0.0156
B2B006 0.0139
A2A007 0.0143
A2A008 0.0141
B2B009 0.0139
A2A010 0.0144
B2B011 0.0137
A2A012 0.0137
A2A013 0.0135
B2B014 0.0129
A2A015 0.0116
A2A016 0.0103
B2B017 0.0100
A2A018 0.0102
A2A019 0.0101
B2B020 0.0088
A2A021 0.0091
A2A022 0.0083
A2A023 0.0083
A2A024 0.0095
A2A025 0.0077
A2A026 0.0076
A2A027 0.0079
A2A028 0.0077
A2A029 0.0077

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando las
concentraciones obtenidas con la cromatografia liquida, columna Hi-plex H y fase movil
acuosa.
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Cuadro 72. Concentraciones calculadas de subproducto para la fermentacion de
azucares invertidas a diferentes tiempos, para la corrida experimental 2

Acido acético
Identificacion (£0.00012

de muestra g/mL)
A2A001 0.00192
A2A002 0.001962
B2B003 0.002049
A2A004 0.001869
A2A005 0.001854
B2B006 0.003198
A2A007 0.003504
A2A008 0.003246
B2B009 0.00309
A2A010 0.003306
B2B011 0.003387
A2A012 0.003522
A2A013 0.00336
B2B014 0.003288
A2A015 0.003471
A2A016 0.003261
B2B017 0.003402
A2A018 0.003336
A2A019 0.003345
B2B020 0.00306
A2A021 0.003438
A2A022 0.003075
A2A023 0.003576
A2A024 0.003144
A2A025 0.003201
A2A026 0.003588
A2A027 0.003387
A2A028 0.00333
A2A029 0.003162

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando las
concentraciones obtenidas con la cromatografia liquida, columna Hi-plex H y fase movil
acuosa.
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Cuadro 73. Rendimiento de subproducto con respecto al consumo de sustrato para

la corrida 2
Cambio de Cambio de Rendimiento de
consumo de generacion de generacion de
sustrato subproducto  subproducto con respecto
(AS +3.84x107 (AsP+0.00012  al sustrato (ysp/s £0.37
g/mL) g/mL) %(m/m))
0.0080 0.0012 15.62%

Rendimiento global calculado en la experimentacion en un reactor New Brunswick con
volumen efectivo de 10 L.

Cuadro 74. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 2

Masa Concentracion
Identificaciébn ~ Microorganismos  Microorganismos
de muestra (0.1 g) (£2.00x10° g/mL)
C2C001 4.6 0.0015
C2C002 4.2 0.0014
C2C003 43 0.0014

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 75. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 2

Concentracion
Identificacion Masa de PHA PHA
de muestra (0.1 g) (£2.00x10° g/mL)
C2C001 3.2 0.0011
C2C002 3.1 0.0010
C2C003 2.9 0.0010

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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3. Datos calculados para la corrida 3

Cuadro 76. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 3

Concentracion
Masa de Microorganismos

Identificaciéon Microorganismos (£2.00x10°
de muestra (£0.0001 g) g/mL)
B3B003 0.5351 0.01070
B3B006 0.5360 0.01072
B3B010 0.5760 0.01152
B3B013 0.5975 0.01195
B3B016 0.6718 0.01344
B3B019 0.6896 0.01379
B3B022 0.6887 0.01377
B3B025 0.6984 0.01397
B3B028 0.7229 0.01446

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 77. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA
luego de purificarlo y secarlo para la corrida experimental 3

Concentraciéon

PHA
Identificacion ~ Masa de PHA (£2.00x10¢
de muestra (x0.0001 g) g/mL)
B3B003 0.3746 0.00849
B3B006 0.3694 0.00739
B3B010 0.3876 0.00775
B3B013 0.4662 0.00932
B3B016 0.5072 0.01014
B3B019 0.5694 0.01139
B3B022 0.5972 0.01194
B3B025 0.5932 0.01186
B3B028 0.6058 0.01212

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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Cuadro 78. Concentraciones calculadas para la cuantificacion de azlicares
fermentables con cromatografia liquida para la corrida experimental 3

Identificacion Glucosa Sacarosa Fructosa
de muestra (£0.00115g/mL) (+0.00115g/mL) (x0.00115g/mL)
A3A001 0.00728 0.00623 0.00707
A3A002 0.00595 0.00644 0.00875
B3B003 0.00372 0.00276 0.0069
A3A004 0.00321 0.00267 0.00768
A3A005 0.00321 0.00309 0.00768
B3B006 0.00375 0.00273 0.00645
A3A007 0.00357 0.00207 0.00051
A3A008 0.00117 0.00042 0
B3B009 0.00048 0.00075 0
B3B010 0 0.00078 0
A3A011 0 0.00072 0
B3B012 0 0.00072 0
B3B013 0 0.00075 0
A3A014 0.00105 0.00078 0
A3A015 0.00078 0.00078 0
B3B016 0 0.00093 0
A3A017 0.00105 0.00111 0.00078
A3A018 0.00111 0.00087 0
B3B019 0 0.00078 0.00027
A3A020 0 0.00024 0
A3A021 0 0.00033 0
A3A022 0.00087 0.00087 0
A3A023 0 0 0
A3A024 0.00078 0.00051 0
A3A025 0 0.00024 0
A3A026 0 0.00024 0
A3A027 0 0.00024 0
B3B028 0 0.00081 0

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando
una columna Hi-plex y fase movil acuosa.
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Cuadro 79. Concentraciones calculadas para la cuantificacion de azlicares
fermentables totales con cromatografia liquida para la corrida experimental 3

Azucares totales
Identificacion  (+8.62x1077

de muestra g/mL)
A3A001 0.02058
A3A002 0.02114
B3B003 0.01338
A3A004 0.01356
A3A005 0.01398
B3B006 0.01293
A3A007 0.00615
A3A008 0.00159
B3B009 0.00123
B3B010 0.00078
A3A011 0.00072
B3B012 0.00072
B3B013 0.00075
A3A014 0.00183
A3A015 0.00156
B3B016 0.00093
A3A017 0.00294
A3A018 0.00198
B3B019 0.00105
A3A020 0.00024
A3A021 0.00033
A3A022 0.00174
A3A023 0
A3A024 0.00129
A3A025 0.00024
A3A026 0.00024
A3A027 0.00024
B3B028 0.00081

Las concentraciones se calcularon a 23 °C 'y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex y fase movil acuosa.
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Cuadro 80. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 3

Concentracion
Masa de Microorganismos
Identificaciéon Microorganismos (£2.00x10°
de muestra (£0.1 g) g/mL)
C3C001 5 0.0015
C3C002 5.2 0.0011
C3C003 52 0.0014

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 81. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA con
la técnica de peso seco, luego de purificar y secar y para la corrida experimental 3

Concentracion
Identificacion ~ Masa de PHA  PHA (+2.00x10¢
de muestra (£0.1 g) g/mL)
C3C001 2.5 0.0011
C3C002 2.8 0.0007
C3C003 3.2 0.0010

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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4. Datos calculados para la corrida 4

Cuadro 82. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 4

Masa de Concentracion
Identificacién Microorganismos Microorganismos
de muestra (+0.0001 g) (£2.00x10° g/mL)
B4B003 0.3190 0.00638
B4B006 0.3660 0.00732
B4B009 0.3691 0.00738
B4B012 0.4975 0.00995
B4B015 0.5669 0.01134
B4B018 0.5628 0.01126
B4B021 0.5763 0.01153
B4B024 0.5903 0.01181
B4B027 0.6268 0.01254

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 83. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA
luego de purificarlo y secarlo para la corrida experimental 4

Concentracion

Identificacion Masa de PHA PHA

de muestra (£0.0001 g) (£2.00x10° g/mL)
B4B003 0.2996 0.00699
B4B006 0.3492 0.00698
B4B009 0.3676 0.00735
B4B012 0.4769 0.00954
B4BO015 0.5546 0.01109
B4B018 0.5529 0.01106
B4B021 0.5631 0.01126
B4B024 0.5772 0.01154
B4B027 0.6154 0.01231

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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Cuadro 84. Concentraciones calculadas para la cuantificacion de azicares fermentables
con cromatografia liquida para la corrida experimental 4

Sacarosa

Identificacion Glucosa (£0.00032 Fructosa
de muestra (x0.00032 g/mL) g/mL) (£0.00032 g/mL)
A4A001 0.00624 0.00123 0.00327
A4A002 0.00483 0 0.00096
B4B003 0.00588 0.00147 0.00177
A4A004 0.00498 0 0.0006
A4A005 0.00456 0 0.00006
B4B006 0.00462 0 0.00066
A4A007 0.00555 0.00039 0.00162
A4A008 0.00582 0.00048 0.00084
B4B009 0.00504 0 0.00024
A4A010 0.00408 0 0.00312
A4A011 0.00108 0 0.00027
B4B012 0.00084 0 0.00027
A4A013 0.00081 0 0.00201
A4A014 0.00111 0 0.00117
B4B015 0.00117 0 0.00075
A4A016 0.00114 0 0.00033
A4A017 0.00084 0 0.00057
B4B018 0.00084 0 0.00054
A4A019 0.00084 0 0.00039
A4A020 0.00093 0 0.0003
B4B021 0.00087 0 0.00054
A4A022 0 0 0.00015
A4A023 0 0 0.00003
B4B024 0 0.00018 0.00048
A4A025 0.00021 0.00018 0.00051
A4A026 0 0.00021 0.00057
B4B027 0.00018 0.00021 0.00018

Las concentraciones se calcularon a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex y fase movil acuosa.
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Cuadro 85. Concentraciones calculadas para la cuantificacion de azlicares
fermentables totales con cromatografia liquida para la corrida experimental 4

Identificacion de Azucares totales
muestra (£3.45x10 g/mL)
A4A001 0.01074
A4A002 0.00579
B4B003 0.00912
A4A004 0.00558
A4A005 0.00462
B4B006 0.00528
A4A007 0.00756
A4A008 0.00714
B4B009 0.00528
A4A010 0.0072
A4A011 0.00135
B4B012 0.00111
A4A013 0.00282
A4A014 0.00228
B4B015 0.00192
A4A016 0.00147
A4A017 0.00141
B4B018 0.00138
A4A019 0.00123
A4A020 0.00123
B4B021 0.00141
A4A022 0.00015
A4A023 0.00003
B4B024 0.00066
A4A025 0.0009
A4A026 0.00078
B4B027 0.00057

Las concentraciones se calcularon a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando una
columna Hi-plex y fase movil acuosa. Datos con un error de variabilidad método de 6.92%.
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Cuadro 86. Concentraciones calculadas de subproductos para la fermentacion de
azucares invertidas a diferentes tiempos, para la corrida experimental 4

’ Etanol
Identificacion Acido Lactico (£0.00017
de muestra (£0.00017 g/mL) g/mL)
A4A001 0.00072 0
A4A002 0.00099 0.00234
B4B003 0 0.00099
A4A004 0.00087 0.00105
A4A005 0.00102 0.00147
B4B006 0.00084 0.00117
A4A007 0 0
A4A008 0 0.00147
B4B009 0.00051 0
A4A010 0.00066 0.0015
A4A011 0.00045 0.00156
B4B012 0.0006 0
A4A013 0.00123 0
A4A014 0.0012 0
B4B015 0.00141 0
A4A016 0.00111 0
A4A017 0.00009 0
B4B018 0.00123 0
A4A019 0.00057 0
A4A020 0.00063 0
B4B021 0.0006 0
A4A022 0.00087 0.00303
A4A023 0 0.00321
B4B024 0 0.00369
A4A025 0 0.00384
A4A026 0.0009 0.00405
B4B027 0 0.00396

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando las
concentraciones obtenidas con la cromatografia liquida, columna Hi-plex H y fase movil
acuosa.
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Cuadro 87. Concentraciones totales de subproductos para la fermentacion de
azucares invertidas a diferentes tiempos, para la corrida experimental 4

Identificacion ~ Subproductos
de muestra totales
(£0.00024g/mL)

A4A001 0.00072
A4A002 0.00333
B4B003 0.00099
A4A004 0.00192
A4A005 0.00249
B4B006 0.00201
A4A007 0

A4A008 0.00147
B4B009 0.00051
A4A010 0.00216
A4A011 0.00201

B4B012 0.0006
A4A013 0.00123
A4A014 0.0012

B4B015 0.00141
A4A016 0.00111
A4A017 0.00009
B4B018 0.00123
A4A019 0.00057
A4A020 0.00063
B4B021 0.0006

A4A022 0.0039

A4A023 0.00321
B4B024 0.00369
A4A025 0.00384
A4A026 0.00495
B4B027 0.00396

Las concentraciones se obtuvieron a 23 °C y 84.4kPa de presion barométrica, utilizando las
concentraciones obtenidas con la cromatografia liquida, columna Hi-plex H y fase movil
acuosa.
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Cuadro 88. Rendimiento de subproducto con respecto al consumo de sustrato para

la corrida 4
Cambio de Cambio de Rendimiento de
consumo de generacion de generacion de
sustrato subproducto  subproducto con respecto
(AS +£3.45x107 (AsP+0.00024  al sustrato (ysp/s £0.29
g/mL) g/mL) %(m/m))
0.01017 0.00324 15.62%

Rendimiento global calculado en la experimentacion en un reactor New Brunswick con
volumen efectivo de 10 L.

Cuadro 89. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de
microorganismos con la técnica de peso seco de la corrida experimental 3

Masa de Concentracion
Identificacion Microorganismos Microorganismos
de muestra (0.1 g) (£2.00x10° g/mL)
C4C001 4.0 0.0013
C4C002 3.8 0.0012
C4C003 3.9 0.0013

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.

Cuadro 90. Masas y concentraciones calculadas para la cuantificacion de PHA con
la técnica de peso seco, luego de purificar y secar para la corrida experimental 4

Concentraciéon
Identificacion Masa de PHA PHA
de muestra (0.1 g) (£2.00x10° g/mL)
C4C001 2.3 0.00076
C4C002 2.2 0.00073
C4C003 2.3 0.00076

Las masas se obtuvieron a 23 °C y 84.4 kPa de presion barométrica, empleando la balanza
analitica OHAUS, modelo PA114.
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E. ESPECTROS IR
Figura 36. Espectro IR para la corrida 1

PerkinElmer Spectrum Versién 10.5.4
miércoles, 10 de febrero de 2021 01:17 p.m.
Analista Estudiantes UVG

Fecha miércoles, 10 de febrero de 2021 01:17 p.m.
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Figura 37. Espectro IR para la corrida 2

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
viemes, 25 de junio de 2021 11:09 a.m.
Analista Estudiantes UVG

Fecha viemnes, 25 de junio de 2021 11:09 a.m.
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Figura 38. Espectro IR para la corrida 3

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
viemes, 25 de junio de 2021 11:26 a.m.

Analista Estudiantes UVG
Fecha viernes, 25 de junio de 2021 11:26 a.m.
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Figura 39. Espectro IR para la corrida 4
PerkinElmer Spectrum Versién 10.5.4
lunes, 06 de septiembre de 2021 12:32 p.m.
Analista Estudiantes UVG
Fecha lunes, 06 de septiembre de 2021 12:32 p.m.
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Figura 40. Comparacion de espectros IR de corrida 2 y corrida 3 con estandares de PHA

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
miércoles, 10 de febrero de 2021 01:57 p.m.

Analista Estudiantes UVG
Fecha miércoles, 10 de febrero de 2021 01:57 p.m.
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En donde el espectro de color negro corresponde a la muestra de la corrida 1. Los espectros de color
razul y rojo, son los estandares de PHA transparente y PHA milky white respectivamente.
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Figura 41. Comparacion de espectros IR de corrida 2 y corrida 3 con estandares de PHA

En donde el espectro de color amarillo corresponde a la muestra de la corrida 2 y el espectro de
color verde corresponde a la muestra de la corrida 3. Los espectros de color rosado y azul, son los
estandares de PHA transparente y PHA milky white respectivamente.
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Figura 42. Comparacion de espectros IR de corrida 4 con estandares de PHA

PerkinElmer Spectrum Version 10.5.4
lunes, 06 de septiembre de 2021 12:37 p.m.
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En donde el espectro de color negro corresponde a la muestra de la corrida 4. Los espectros de color
rosado y rojo, son los estandares de PHA transparente y PHA milky white respectivamente.
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F. ESPECIFICACIONES DE REACTIVOS Y EQUIPO

1. DATOS DE REACTIVOS

Cuadro 91. Datos de caldo nutritivo usado en preparacion de inoculos.

Reactivo Caldo nutritivo
Marca Merck
Condiciones de preparacion (g/L) 8
pHa25°C 7
Densidad aparente (g/cm3) 4.70

Cuadro 92. Datos de acido sulfurico usado en la inversion de azucares invertidas

Reactivo Acido Sulfurico
Marca Merck
Pureza 98%
Peso molecular (g/mol) 98.079
Densidad especifica 1.85

Cuadro 93. Datos de hidroxido de sodio usado en la inversion de azucares

invertidas
Reactivo Hidroxido de sodio
Marca Merck
Pureza 98.9%
Densidad (g/cm3) 2.13

Cuadro 94. Datos de fosfato monopotasico usado en la formulaciéon de medios de

cultivo.
Reactivo Fosfato de potasio monopotasico
Marca Jost Chemical Co.
Masa molecular (g/mol) 136.09
Densidad (g/cm3) 2.38
pH 4.5

Cuadro 95. Datos de fosfato se disodio usado en la formulacion de medios de

cultivo.
Reactivo Fosfato de disodio
Marca Jost Chemical Co.
Masa molecular (g/mol) 141.96
pH 8.7-9.3
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Cuadro 96. Datos de bicarbonato de sodio usado en la formulacion de medios de

cultivo.

Reactivo Bicarbonato de sodio
Marca Merck
Pureza 99.7%

Densidad relativa 2.20
pH 8.6

Cuadro 97. Datos de sulfato de magnesio usado en la formulacion de medios de

cultivo.
Reactivo Sulfato de magnesio heptahidratado
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 246.5
Densidad (g/cm3) 1.680
pH 5-8

Cuadro 98. Datos de cloruro de calcio dihidratado usado en la formulacidon de
medios de cultivo.

Reactivo Cloruro de calcio dihidratado
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 147.01
Densidad (g/cm3) 1.85
pH 4,5-8,5

Cuadro 99. Datos de citrato de amonio férrico en la formulacidén de medios de

cultivo.
Reactivo Citrato de amonio férrico
Marca Jost Chemical Co.
Masa molecular (g/mol) 244.94
Densidad relativa 1.8

Cuadro 100. Datos de sulfato de zinc heptahidratado usado en la formulacion de
medios de cultivo.

Reactivo Sulfato de Zinc heptahidratado
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 197.90
Densidad relativa 2.54
pH 3.5-6
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Cuadro 101. Datos de cloruro de manganeso tetrahidratado usado en la
formulaciéon de medios de cultivo.

Reactivo Cloruro de manganeso tetrahidratado
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 287.54
Densidad relativa 1.97

Cuadro 102. Datos de acido bérico usado en la formulacidén de medios de cultivo.

Reactivo Acido bérico
Marca Brenntag
Masa molecular (g/mol) 61.83
Densidad especifica 1.014

Cuadro 103. Datos de molibdato de sodio dihidratado usado en la formulaciéon de
medios de cultivo.

Reactivo Molibdato de sodio dihidratado
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 241.95
Densidad (g/cm3) 2.71
pH 9-10

Cuadro 104. Datos de cloroformo usado en la extraccion de PHA

Reactivo Cloroformo
Marca Merck
Masa molecular (g/mol) 119.38
Densidad (g/cm3) 1.5

2. ESPECIFICACIONES DE EQUIPOS

Cuadro 105. Datos de automuestreador ALS equipo HPLC

Equipo ALS automuestreador
Marca Agilent/HP 1100
Modelo G1329A
Numero de Serie DE1107031
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Cuadro 106. Datos de bomba cuaternaria equipo HPLC

Equipo QuatPump
Marca Agilent/HP 1100
Modelo GI311A
Numero de Serie US80303120

Cuadro 107. Datos de columna equipo HPLC

Equipo Columna Hi-Plex H
Marca Agilent/HP 1100
Numero de Serie 0006406710-98

Cuadro 108. Datos de Espectrometro FTIR

Equipo Espectrometro FT-IR
Marca PerkinElmer
Modelo Frontier

Cuadro 109. Datos de muestreador Espectrometro FTIR

Equipo Accesorio de muestreo
Marca PerkinElmer
Modelo Universal ATB

Cuadro 110. Datos de reactor empleado en la fermentacion

Equipo Industrial Fermentor
Marca New Brunswick Scientific Co.
Modelo 3364M

Cuadro 112. Datos de potenciémetro utilizado en la medicion de pH para las

fermentaciones
Equipo Potenciémetro
Marca OHAUS
Modelo ST300

Cuadro 113. Datos de incubadora usado en la extraccion de PHA

Equipo Incubadora de conveccion
Marca VWR Symphony
Modelo E191047
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Cuadro 114. Datos de vortex usado en extraccion de PHA

Equipo Vortex
Marca Fischer Scientific
Velocidad 1-10

Cuadro 115. Datos de estufa utilizada para la inversién de aziicares

Equipo Estufa

Marca Thermo Scientific

Modelo Cimarec +
Temperatura (°C) 0-540
Agitacion (RPM) 50-1500

Cuadro 116. Datos de balanza analitica usada para la medicion de sales para
medio de cultivo, peso seco y produccion de PHA

Equipo Balanza Analitica

Marca OHAUS

Modelo PA114
Capacidad maxima (g) 110.0

Cuadro 117. Datos de reactor portatil HACH

Equipo Reactor digital

Marca HACH

Modelo DRB200
Rango de temperatura (°C) 37-185

Cuadro 118. Datos de kit para la cuantificacion de nitrégeno total

Equipo Balanza Analitica
Marca HACH
Método 10071
Rango 0.5-25 mg/L N

Cuadro 119. Datos de centrifuga usada para la extracciéon de PHA

Equipo Centrifuga

Marca Eppendorf
Modelo 5804 R
Rotor A-4-44
Velocidad (RPM) 0-5000
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3. ILUSTRACIONES DE LOS EQUIPOS UTILIZADOS

Figura 43. Columna Agilent Hi-Plex H

I

| ¥ Agilent 1100 Series
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Figura 44. Equipo HPLC utilizado en los métodos analiticos
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El equipo se encuentra compuesto por una bomba cuaternaria, automuestreador ALS,
columna Hi-Plex H y un degaseador.
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Figura 45. Filtro utilizados para el andlisis HPL
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Figura 46. Datos placa del reactor utilizado para las fermentaciones
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Figura 47. Datos plaza de balanza analitica utilizada para la medicion de sales en
el medio de cultivo, peso seco y generacion de PHA

Figura 48. Espectrometro FTIR PerkinElmer
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Figura 49. Accesorio de muestreo para el espectrometro FT-IR

Figura 50. Potenciometro STARTER300
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Figura 51. Kit de reactivos HACH utilizados para la determinacion de nitrégeno
total

Figura 52. Incubadora de conveccion VWR Symphony
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Figura 53. Centrifuga Eppendorf 5804R

eppendorf

Figura 54. Pieza fabricada con el PHA extraido de las diferentes corridas
realizadas
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G. ILUSTRACION DEL BALANCE DE MASA DEL SISTEMA

Figura 55. Balance de masa del sistema fermentativo

Azucares totales 1.577% (m/v)

Conteo microbiano 0.64% (m/v)

»
)

Reactor de 10L

Mantenimiento
celular 0.073%(m/v)

Azucares totales 0.57% (m/v)

»

»

Subproductos 0.324% (m/v)

Conteo microbiano 1.25% (m/v)
Producto 0.53% (m/v)
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