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ABREVIATURAS

PHA: Polihidroxialcanoato.

PHB: Polihidroxibutirato.

Lb: Libra.

AGVs: Acidos grasos volatiles.

UV: Ultra violeta.

SST: Solidos suspendidos totales.
SSV: Solidos suspendidos volatiles.
DQO: Demanda quimica de oxigeno.
nm: Nanémetros.

UFC: Unidades formadoras de colonia.
mL: Mililitro.

rpm: Revoluciones por minuto.

Wo: Peso inicial.

Wi Peso final.

AW: Diferencial de peso.

D.O.: Densidad optica.

LPS: lipopolisacaridos.

H. Ac: Acido acético.

R?: Coeficiente de correlacion.

Mx: Velocidad especifica de crecimiento.

Yxis: rendimientos de la biomasa.
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Xo: concentracion inicial de la biomasa.

Xm: concentracion maxima de biomasa.

S: sustrato.

ACS: Grado de reactivo analitico
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GLOSARIO

ACIDOS GRASOS VOLATILES: son &cidos organicos de cadena corta, de bajo
peso molecular que pueden ser obtenidos por medio de la fermentacidn de sustratos
complejos.

AZUCAR FERMENTABLE: sustancia organica que contiene carbonos, oxigenos e
hidrégenos, las cuales pueden ser metabolizadas por microorganismos para la
obtencion de energia.

BACTERIAS: organismos procariotas unicelulares microscépicos, capaces de
transformar sustancias organicas en inorganicas y viceversa.

BIODEGRADABLE: descomposicién de un compuesto quimico organico por
microorganismos en presencia 0 ausencia de oxigeno para dar diéxido de carbono,
agua, sales minerales en cualquier elemento presente y nueva biomasa.

BIOMASA: materia organica originada en un proceso bioldgico que puede ser
utilizada como fuente de energia.

BIOREFINERIA: integra procesos sustentables para la conversién de biomasa para
producir energia, combustible, biomateriales y bioproductos.

CEPA MICROBIANA: identificacion mediante caracteristicas determinadas para un
grupo particular de microorganismos.

CINETICA DE CRECIMIENTO: descripcion matematica del proceso de
fermentaciéon con el fin de cuantificar, modelar y conocer el comportamiento del
sistema biomasa, sustrato y metabolito por medio de métodos directos o indirectos.

COPOLIMERO: estan formados por dos o mas unidades monoméricas distintas
gue dependen principalmente de los microorganismos y la fuente de carbono usado.

CRECIMIENTO EQUILIBRADO: incremento de masa celular debido a la sintesis
de la totalidad de sus componentes (azucares, lipidos, etc.). Esto conlleva a la
proliferacion o division celular. El crecimiento exponencial es por lo general
balanceado.

CRECIMIENTO DESEQUILIBRADO: el incremento de la masa celular es debido al
crecimiento de un solo componente (cualquier material de reserva) que no conlleva
division celular.

CULTIVO AXENICO: conformado por una Unica especie, cepa o variedad de
organismo
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CULTIVO MIXTO MICROBIANO: presencia de microbios de diferente especie que
permite que las cualidades naturales de las diferentes especies se complementen.

FASE DE ADAPTACION O LATENCIA: periodo de adaptacion a las nuevas
condiciones ambientales de un medio de cultivo

FASE DE MUERTE: etapa donde los microorganismos sufren lisis celular por falta
de nutrientes, en algunos casos las bacterias muertas sirven como nutrientes.

FASE EXPONENCIAL: periodo donde la poblacién se incrementa de modo regular,
duplicandose a intervalos regulares de tiempo.

FASE ESTACIONARIO: etapa donde el crecimiento de los microorganismos se
detiene esencialmente por agotamiento de nutrientes y acumulacién de productos
téxicos, pero aun hay nutrientes para mantenerse vivas.

FERMENTACION: descomposicién de una sustancia organica mediante enzimas o
microorganismos para producir metabolitos de valor industrial.

HOMOPOLIMERO: estan constituidos por un mismo monomero, se obtienen
cuando se presenta una sola fuente de carbono especifica.

INCUBACION DE MICROORGANISMOS: proceso de desarrollo del crecimiento
microbiano y produccion del metabolito bajo condiciones de operacion controladas
como temperatura, agitacion, pH.

LODOS ACTIVADOS: proceso principalmente utilizado para el tratamiento de
aguas residuales, el cual se caracteriza por poseer una gran variedad de
microorganismos (cultivo mixto).

MATERIAL BIODEGRADABLE: material que es posible descomponer por la
accion de agentes biolégicos como microrganismos.

MATERIAL RECALCITRANTE: sustancias que no son biodegradables bajo
condiciones ambientales naturales.

MEDIO DE CULTIVO: mezcla de nutrientes que permiten el crecimiento de
microorganismos.

METABOLITO: sustancia final producida durante o después de la descomposicion
de un sustrato por microorganismos.

MODELOS CINETICOS ESTRUCTURADOS: modelos que consideran los
aspectos basicos de la célula y sus especies quimicas, se tienen en cuenta
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componentes intracelulares (ribosomas, RNA, enzimas, etc.). Tienen en cuenta las
rutas metabdlicas que se llevan a cabo intracelularmente.

MODELOS CINETICOS NO ESTRUCTURADOS: modelos que consideran que los
microorganismos y/o células poseen una composicion fija y simple y a su vez
considera que las reacciones biolégicas dependen solamente de variables
macroscopicas. Desprecia los cambios en el medio de cultivo producto de la
concentracion de biomasa.

POLIHIDROXIALCANOATOS: son polimeros biodegradables de naturaleza
lipidica que se acumulan en el citoplasma de algunos microorganismos.

POLIMERO: macromolécula formada por largas cadenas de mondémeros que
presentan elevada masa molecular.

RUTA METABOLICA: proceso bioquimico por el cual los microorganismos
metabolizan un sustrato para producir metabolitos.

SUSTRATO: sustancia que debe contener nutrientes que sean fuente de energia

para que el microorganismo se desarrolle efectuando rutas metabdlicas para tal
propésito.
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RESUMEN

El grupo de investigacion GRESIA de la Universidad Antonio Narifio trabaja en un
proceso de produccion de PHA bajo el contexto de biorrefineria conformado por tres
etapas, fermentacion acidogénica, enriquecimiento selectivo de B-PHA vy
acumulacion de PHA; sobre esta ultima etapa trabajé este proyecto de Grado, en
donde se estimo los parametros cinéticos de un cultivo mixto bacteriano acumulador
de PHA, aisladas de un sistema de lodos activados, proveniente de la segunda
etapa de enriquecimiento selectivo de las B-PHA.

Para la estimacion de los parametros cinéticos se utilizé un medio sintético de H.Ac
en solucién melaza a un pH de 5, condiciones que pertenecen a la corriente de
salida del reactor acidogénico?!, correspondiente a la primera etapa: fermentacion
acidogénica, con el que se alimenta el reactor de acumulacion.

Se analiz6 el crecimiento de 13 cepas aisladas de un sistema de lodos activados,
provenientes de la segunda etapa de seleccién de B. PHA, en el que se adapté las
cepas a pH 5 en un medio comercial no selectivo usado en el laboratorio,
seleccionando las cepas 1, 4, 6, 10 y 13, que presentaron un comportamiento similar
en cuanto a su crecimiento y alcanzaron concentraciones maximas y velocidades
de formacion de biomasa mayores en comparacion con las demas cepas.

El cultivo mixto microbiano conformado, fue evaluado en tres medios sintéticos,
10%, 15% y 20% de H. Ac en solucién melaza, nombrados como medio 1, medio 2
y medio 3, respectivamente; en el que se selecciond la relacion de sustrato del
medio 2, 15% H. Ac en solucién melaza; este medio tuvo un comportamiento de
crecimiento mayor, alcanzando la mayor cantidad de biomasa méaxima
correspondiente a 3685 mg de biomasa en donde el pH alcanzé la neutralidad ya
gue el acetato presente en el medio sirvi6 como tampon quimico. El rendimiento de
la biomasa fue de 0.0143 mg biomasa/ mg DQO. También, la velocidad especifica
de crecimiento fue mayor en este medio, creciendo casi al doble de la velocidad
especifica de crecimiento del medio 1. Para el control semi-cualitativo del PHA, se
observd que el medio 2 alcanz6 la maxima acumulacién a las 48 horas,
incrementandose paulatinamente hasta las 72 horas, en comparacion a los otros
dos medios sintéticos.

Se ajustaron los modelos de crecimiento exponencial, modelo logistico y la
linealizacion de la ecuacion de Monod por Eadie-Hofstee obteniendo valores en la
velocidad especifica de crecimiento de 0.0471 ht, 0.0586 h' y 0.0005 h? ,
respectivamente, obteniendo un mayor ajuste, con un coeficiente de correlacion de
0.9997, por la linealizacion de la ecuacién de Monod por Eadie-Hofstee.

1 MORA, Carlos Eduardo. Evaluacion de la produccion de acidos grasos volatiles (AGVS) a diferentes
alturas en dos tipos de reactores anaerobios (ASTBR Y UFBR.). Universidad Antonio Narifio, 2017.
p. 55.
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Palabras clave: Polihidroxialcanoatos, parametros cinéticos, cultivo mixto, efluente
sintético.
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INTRODUCCION

El uso intensivo de materiales plasticos ha causado una problematica ambiental a
nivel global ya que los residuos generados no son biodegradables y se acumulan
en el medio ambiente a una tasa de 25 millones de toneladas al afio?. Ademas,
emplea como materia prima recursos no renovables. En vista de esta problematica
se han buscado estrategias para mitigar la acumulacion de plastico en el ambiente
como incinerar, reciclar, foto degradar e incluso reutilizar; sin embargo, estas
soluciones no son adecuadas ya que generan otro tipo de contaminantes3. En
consecuencia, se ha planteado la sustitucion de los plasticos de origen petroquimico
por polimeros biodegradables®.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros, biocompatibles y biodegradables,
que tienen propiedades termoplasticas y elastoméricas similares a los plasticos
convencionales con la gran diferencia que es completamente biodegradable® de
acidos hidroxialcanéicos que mas de 300 bacterias diferentes acumulan
intracelularmente, en forma de granulos, como material de reserva cuando en el
medio hay abundancia de carbono y déficit de elementos como nitrégeno, fésforo,
magnesio entre otros®.Sin embargo, la producciéon de PHA en una biorrefineria alin
no es competitiva frente a los plasticos convencionales de la refineria, debido a los
costos elevados de produccion de los biopolimeros, que se generan al utilizar
sustratos refinados y cultivos puros microbianos provocando en definitiva
condiciones desfavorables para una produccién a gran escala que pueda competir
con la industria de plasticos convencionales’, con costos de fabricacién
aproximados de US$ 2.25-2.75/lb y US$ 0.60-0.87/Ib respectivamente.?

2 GONZALEZ GARCIA, Yolanda; MEZA CONTRERAS, Juan Carlos; GONZALES REYNOSO, Offil;
CORDOVA LOPEZ, Jesus Antonio, Sintesis y biodegradacion de polihidroxialcanoatos: plasticos de
origen microbiano. En: Revista Internacional De Contaminacion Ambiental. Febrero 2013. vol. 29,
no. 1, p. 77-115

3 |bid. p. 77-115

4 MONTANO HERRERA, Liliana. Modelado Matematico De La Acumulaciéon De
Polihidroxialcanoatos (PHA) En Cultivos Mixtos Durante El Tratamiento De Aguas Residuales.
Universidad Nacional Autbnoma de México, 2011. p. 105

5sMONTARO HERRERA, Op cit., p 79.

6 SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Polihidroxialcanoatos (PHAs): Biopolimeros producidos por
microorganismos.: Una solucion frente a la contaminacion del medio ambiente. En: Teoria Y Praxis
Investigativa. vol. 5, no. 2, p. 79-84

7 JOHNSTON, Brian; RADECKA, lza; Hill, David; CHIELLINI, Emo; llieva, VASSILKA Ivanova;
SIKORSKA, Wanda; MUSIOL, Marta; ZIEBA, Magdalena; MAREK, Adam A; KEDDIE, Daniel;
MENDREK, Barbara; DARBAR, Surila; ADAMUS, Grazyna y KOWALCZUK, Marek. The Microbial
Production of Polyhydroxyalkanoates from Waste Polystyrene Fragments Attained Using Oxidative
Degradation. En: Polymers. 2018. vol. 10, no. 9, p. 957

8 Ibid. p. 957
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Debido a lo expuesto anteriormente, el grupo de investigacion GRESIA de la
Universidad Antonio Narifio tiene una linea de investigacion en bioprocesos que se
basa en la valorizacion de la biomasa de segunda generacion, en bioproductos de
valor agregado bajo el concepto de biorrefineria. Por ello tiene un proceso general
para la produccién de PHA, compuesto por tres etapas claves; en donde se han
realizado investigaciones en la primera y segunda etapa. El proyecto de
investigacion se enfoca en la tercera etapa del proceso de produccion de PHA
planteado por el grupo de investigacion de la Universidad Antonio Narifio, por lo que
se hace necesario conocer los parametros cinéticos de las bacterias acumuladoras
de PHA seleccionadas en la segunda etapa del proceso (provenientes de un
sistema de lodos activados capaces de metabolizar AGV), en medio sintético
proveniente del reactor acidogénico correspondiente a la primera etapa, ya que,
permite mejorar el proceso de fermentacion y de esta manera optimizar el proceso
productivo de PHA.

Para realizar un andlisis riguroso se emplean modelos cinéticos que permiten
obtener balances de masa celular, concentracién del producto, rendimiento de la
fuente de carbono seleccionada e identificacion del sustrato limitante, en otras
palabras, los modelos cinéticos facilitan el andlisis de datos y proporcionan
estrategias para resolver problemas presentes en los procesos de fermentacion.
Esta informacion es bastante importante para la mejora del rendimiento del producto
de interés, en este caso el PHA, y la conversién de la fuente de carbono que tiene
una repercusion directa sobre la productividad del proceso®, ademas, esto
constituye un aspecto fundamental en el disefio, operacién, simulacion y prediccién
del comportamiento de los reactores biolégicos.l® Para el disefio de los
biorreactores que intervienen en la produccion de PHA, es necesario seleccionar
un modelo cinético, ya que este permite conocer el comportamiento microbiano,
definido como una correlacion matematica entre las velocidades y la concentracion
de reactantes/producto en el comportamiento microbiano que tiene lugar en este
bioproceso.

Los modelos cinéticos conllevan una complejidad para describir el cambio
producido dentro del microorganismo, por ello para la etapa inicial de una
investigacion es recomendable seleccionar modelos cinéticos no estructurados.!

9 VANEGAS, Diana M. y RAMIREZ, Margarita E. Correlacion del Crecimiento de Pseudomonas
fluorescens en la Produccion de Polihidroxialcanoatos de Cadena Media (PHA MCL) mediante
Modelos Primarios de Gompertz, Logistico y Baranyi. En: Informacién Tecnoldgica. vol. 27, no. 2, p.
87-96

10 DUARTE TORRES, Alberto. Evaluacion de los parametros cinéticos de la ecuacion de Monod. ,
Enero. 1995. vol. 33, no. 9, p. 123-148

11
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OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL

Estimar los parametros cinéticos de un cultivo mixto de bacterias acumuladoras de
PHA, provenientes de un sistema de lodos activados.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Seleccionar las cepas para el cultivo mixto de bacterias acumuladoras de PHA
provenientes de un sistema de lodos activados, basado en el crecimiento a pH
5.

e Seleccionar la relacion de sustrato (melaza/acetato) basado en el crecimiento
del cultivo mixto de bacterias acumuladoras de PHA provenientes de un sistema
de lodos activados.

e Ajustar un modelo cinético para el cultivo mixto de bacterias acumuladoras de
PHA provenientes de un sistema de lodos activados, para la relacién de sustrato
(melaza/acetato) seleccionado.
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1. MARCO TEORICO
1.1 POLIMEROS

Los polimeros son macromoléculas constituidas por la repeticion de unidades
quimicas simples que son equivalentes al monémero o material que es punto de
partida para la formacion del polimero; por ejemplo, la unidad que se repite en el
cloruro de vinilo es -CH2CHCL- y por tanto su monémero es el cloruro de vinilo
CH2=CHCL.*?

Los polimeros se pueden clasificar de acuerdo a su origen en petroquimicos
(sintéticos) y de recursos renovables (biopolimeros).

Los polimeros a partir de recursos renovables son los que se crean naturalmente
de plantas y animales, o totalmente sintetizados a partir de recursos renovables.

Los polimeros a base de petréleo, como su nombre lo indica, son polimeros que
provienen de derivados de origen fésil, no degradables al final de su funcionalidad.

Los polimeros a partir de fuentes mixtas son fabricados por medio de
combinaciones de materiales de base bioldégica y mondémeros derivados del
petréleo.!?

1.1.1 Polimeros convencionales. Los plasticos son los polimeros
convencionalmente usados, estos en su mayoria son obtenidos a partir del petréleo,
creados para desempefiarse en funciones especificas, que pueden tener
aplicaciones tanto industriales (farmacéutica, alimentos y transporte entre otros),
como en la vida cotidiana; es por esto que es considerado uno de los grandes
avances del siglo XX. 14

Los plasticos presentan propiedades como resistencia a la degradacion, ligereza,
durabilidad (inalterables a los agentes atmosféricos), aislantes de la corriente
eléctrica y pueden sustituir la madera, el papel de envolturas, la piedra o el metal.
Son productos versatiles y ademas econdmicos, sin embargo, estos polimeros
convencionales o sintéticos perduran en la naturaleza por largos periodos de
tiempo, debido a su alto peso y conformacion molecular que los hace materiales

12 BILLMEYER, Fred. Ciencia De Los Polimeros. 1 ed. Barcelona: Reverté SA, 1975. p. 610

13 RODRIGUEZ, S Lady y ORREGO, Carlos. Aplicaciones De Mezclas De Biopolimeros Y Polimeros
Sintéticos: Revisién Bibliografica. En: Revista Cientifica Del Centro De Investigaciones Y Desarrollo
Cientifico De La Universidad Distrital Francisco José De Caldas. 2016,. vol. 2, no. 25, p. 252-264

14 VALERO VALDIVIESO, Manuel Fernando; ORTEGON, Yamileth y USCATEGUI, Yomaira.
BIOPOLIMEROS: AVANCES Y PERSPECTIVAS. En: Dyna. 2013. vol. 80, no. 181, p. 171-180
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recalcitrantes y como se dijo anteriormente, resistentes a la accion degradadora de
los microorganismos.

1.1.2 Biopolimeros. Los principales biopolimeros producidos y comercializados
en el mundo son: biopolimeros derivados del almidon, el Acido Polilactico (PLA), los
PHAs, entre otros?®.

Los PHAs son biopolimeros sintetizados por microorganismos como resultado de
su mecanismo de defensa o como material de almacenamiento; sus ventajas frente
a otros biopolimeros es su versatilidad ya que son termoplasticos que pueden ser
procesados de igual forma que el polietileno y el polipropileno.

Estas propiedades termoplasticas y elastdmeras y sobre todo su biodegradabilidad
fueron los que motivaron las investigaciones sobre los PHAs, aunque también hubo
un mayor auge debido a la crisis petrolera de los afios 70.

1.2 POLIHIDROXIALCANOATOS

Los PHA son polimeros de acidos hidroxialcanoicos, biocompatibles vy
biodegradables que méas de 300 bacterias diferentes acumulan intracelularmente en
forma de granulos como material de reserva cuando en el medio hay abundancia
de carbono y déficit de elementos como nitrégeno, fésforo, magnesio entre otros o
en un pH no 6ptimo’%; son producidos mediante la fermentacién de una fuente de
carbono por parte del microorganismo, para usarlo posteriormente como fuente de
carbono y energia.

Por célula pueden almacenar de 8-10 granulos de PHA, los cuales tienen un peso
molecular aproximado de 2x10° hasta 3x10® Dalton. En la figura 1 se puede
observar la acumulacion de PHA en la bacteria Pseudomonas aeruginosa.t’

15 NARANJO VASCO, Javier Mauricio. Produccion De Polihidroxibutirato a Partir De Residuos
Agroindustriales. Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales, 2010. p. 127

16 SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Op cit., p. 79-84
Ylbid. p. 79-84
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Figura 1. Imagen microscopica de la
acumulacion de PHAs en la bacteria
Pseudomonas aeruginosa.

- Pseudomonas aeruginosa

Polyester granulum

Fuente: SERRANO RIANO,Julieth Yadira.
Polihidroxialcanoatos (PHAS): Biopolimeros
producidos por microorganismos.: Una solucién frente
a la contaminacién del medio ambiente. En: Teoria Y
Praxis Investigativa. vol. 5, no. 2, p. 79-84.

En la figura 2 se presenta una vista mas detallada de la estructura y caracteristicas
de los granulos que contienen el PHA acumulado por los microorganismos, los cuales
estan rodeados por una monocapa de fosfolipidos que contiene enzimas polimerasas
y despolimerasas.

La polimerizacion de los &cidos hidroxialcanoicos se da por medio de enzimas
intracelulares que permiten la condensacion del grupo carboxilo de un monémero
(acido hidroxialcanoico), con el grupo hidroxilo del siguiente, formandose un enlace
éster por lo que también se les denomina biopoliésteres'®

18 GONZALEZ GARCIA, Yolanda; MEZA CONTRERAS, Juan Carlos; GONZALES REYNOSO, Orfil;
CORDOVA LOPEZ. Op cit., p. 77-115
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Figura 2. Esquema del granulo de PHA
acumulado intracelularmente.

Membrana

Enzimas
polimerasas y

/ despolimerasas

J% ...... § PHA

Fuente: GONZALEZ GARCIA, Yolanda, et al. Sintesis
y biodegradacidon de polihidroxialcanoatos: plasticos de
origen microbiano. En: Revista internacional de
contaminacién ambiental. 2013, vol. 29, no 1, p. 77-
115.

Segun investigaciones realizadas sobre los procesos de produccién y acumulacion
de PHA llegan a la conclusién que independientemente de la disponibilidad de
sustrato o la accién de la enzima polimerasa, hay una restriccion fisica que impide
que la célula acumule mas del 80- 90% del peso celular en base seca de la
bacteria®®.

19 GARCIA, Luis A, NOVA Julian, FRANCO R, Ana and HIGUITA, Luz. Estudio de la sintesis de
biopolimeros de origen microbiano. En: REVISTA QUID. Diciembre, 2015. vol. 25, p. 69-78
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1.2.1 Clasificacion de los PHAs. Los PHAs se pueden clasificar de acuerdo con
la naturaleza de sus unidades monémeras, si el polimero esta formado por solo un
tipo de unidades se denomina homopolimero, el mas conocido es el
polihidroxibutirato (PHB) 2° se obtienen cuando se presenta una sola fuente de
carbono especifica. Por otro lado, si esta conformado por mondmeros de distinta
longitud de atomos de carbono en el mismo granulo se refiere a un copolimero ya
que se suministra mas de una fuente de carbono,?! siendo el mas estudiado el
polihidroxibutirato y polihidroxivalerato conocido como polihidroxibutirato-valerato
(PHBV).

En la tabla 1 se presentan una variedad de monomeros que pueden conformar los
PHA.

Tabla 1. Principales monémeros que conforman los PHA

Simbolo  Nombre del monomero Tamafio de la cadena Posicion del
(# de carbonos)  grupo hidroxilo

3HP Acido 3-hidroxi-propionico 3 3
JHB Acido 3-hidroxi-butirico el 3
JHV Acido 3-hidroxi-valérico 5 3
JHHx Acido 3-hidroxi-hexanoico 6 3
3HHp Acido 3-hidroxi-heptanoico 7 3
JHO Acido 3-hidroxi-octanoico 8 3
3HN Acido 3-hidroxi-nonanoico 9 3
JHD Acido 3-hidroxi-decanoico 10 3
JHUD Acido 3-hidroxi-undecanoico 11 3
JHDD Acido 3-hidroxi-dodecanoico 12 3
JHTD Acido 3-hidroxi-tetradecanoico 14 3
JHHxD  Acido 3-hidroxi-hexadecanoico l6 3
4HB Acido 4-hidroxi-butirico 4 4
4HV Acido 4-hidroxi-valérico 5 )
4HHx Acido 4-hidroxi-hexanoico f 4
4HHp Acido 4-hidroxi-heptanoico 7 4
4HO Acido 4-hidroxi-octanoico 8 4
4HD Acido 4-hidroxi-decanoico 10 4
SHV Acido 5-hidroxi-valérico 5 5
5HHx Acido 5-hidroxi-hexanoico f 5
6HDD Acido 6-hidroxi-dodecanoico 12 6

Fuente: GONZALEZ GARCIA, Yolanda; MEZA CONTRERAS, Juan Carlos;
GONZALES REYNOSO, Orfil; CORDOVA LOPEZ, Jesus Antonio, Sintesis y
biodegradacion de polihidroxialcanoatos: plasticos de origen microbiano. En:
Revista Internacional De Contaminacion Ambiental. Febrero 2013. vol. 29, no. 1,
p. 77-115.

20 KHANNA, Shilpi y SRIVASTAVA, Ashok K. Recent advances in microbial polyhydroxyalkanoates.
En: Process Biochemistry. vol. 40, no. 2, p. 607-619

21 GARCIA, Luis A, NOVA Julian, FRANCO R, Ana y HIGUITA, Luz. Op cit., p. 69-78
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También se pueden clasificar segun la longitud de la cadena lateral de acidos
hidroxialcanoicos de su estructura monomérica, cuya division se muestra en la
figura 3.

Figura 3. Clasificacion de los PHAS segun la longitud de cadena lateral.

Polihidroxialcanoatos (PHA)

Cadena Corta Cadena Media Hibridos
PHA-scl PHA-mcl Monémeros de cadena
Mondmeros de 3a 5 Mondomeros de 6 a 12 corta y media
Carbonos Carbonos

Fuente: GONZALEZ GARCIA, Yolanda, et al. Sintesis y biodegradacion de
polihidroxialcanoatos: plasticos de origen microbiano. En: Revista internacional de
contaminacién ambiental. 2013, vol. 29, no 1, p. 77-115.

Otra clasificacion que presentan los PHA es segun las condiciones del cultivo que
requieren para la sintesis del polimero, por lo que se pueden clasificar en dos
grupos. El primer grupo requiere la limitacion de un nutriente esencial (nitrégeno,
fosforo, azufre, magnesio, oxigeno) %> suministrando un exceso de fuente de
carbono.

El segundo grupo, por el contrario, no requiere de la limitacion de un nutriente, la
acumulacion de PHA se puede dar en grandes cantidades durante de la fase de
crecimiento.

1.2.2 Estructura quimica y propiedades mecéanicas de los PHAs. Los
polihidroxialcanoatos presentan propiedades termoplasticas, elastébmeras y su
estado fisico es el de un polimero amorfo moévil,?® siendo estas caracteristicas las
que han despertado el interés como bioplastico.

Las propiedades fisicoquimicas y mecéanicas de los PHA como los son la fragilidad,
la rigidez, el punto de fusion, la ductilidad, la elasticidad, la cristalinidad, la
temperatura de transicion vitrea, entre otras, dependen de la composicion
monomeérica del biopolimero aunque también influye el peso molecular que

22 QONZALEZ GARCIA, Yolanda; MEZA CONTRERAS, Juan Carlos; GONZALES REYNOSO, Orfil;
CORDOVA LOPEZ. Op cit, p. 77-115

23 ARCOS HERNANDEZ, Ménica Vanessa. Degradacion De Aguas Residuales Y Produccién De
Polihidroxialcanoatos Mediante Un Biorreactor Discontinuo. Universidad Nacional Autbnoma de
México (UNAM), 2007. p. 138
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depende a su vez del tipo de microorganismo con el que se trabaje y la clase de
sustrato suministrado?*, por lo que este biomaterial tiene una extensa variedad de
aplicaciones.

Por ejemplo, cuando en un copolimero se aumenta el porcentaje de homopolimero
3HV (hidroxivalerato) y se disminuye el porcentaje de homopolimero 3HB
(hidroxibutirato), éste es mas flexible y mas duro, mientras que el esfuerzo ultimo a
tension disminuye y la elongacién requerida para la ruptura aumenta.

Por otro lado, los PHASs son estables ante los rayos UV. Su temperatura de fusion
parcial es superior a los 180°C y muestran una baja permeabilidad al agua®®

La forma estructural general de los PHA se muestra en la Figura 4, en donde se
observa que se compone tipicamente de 600 a 35.000 (R) -hidroxiunidades de
monémero de &cido graso?®

Figura 4. Estructura general quimica de PHAS

AVAV2VaN /\,I/x

CH;

n

n varies from 600 to 35000

R= hydrogen Poly(3-hydroxypropionate )
R=methyl Poly(3-Hydroxybutyrate)
R=ethyl Poly(3-hydroxyvalerate)
R=propyl Poly(3-hydroxyhexanoate)
R=pentyl Poly(3-hydroxyoctanoate)
R=nonyl Poly(3-hydroxydodecanoate)

Fuente: KHANNA, S. y SRIVASTAVA, AK. Recent advances in
microbial polyhydroxyalkanoates. Process Biochem. 2005, 40, 607-
619.

24 SIERRA MOJICA Winston Aaron. Propuesta de proyecto de educacion ambiental (Escoplasticos).
Bogota D.C.: Fundacion Universidad América, 2016. p. 97.

25 GARCIA, Luis A, NOVA Julian, FRANCO R, Ana y HIGUITA, Luz. Op cit., p. 69-78
26 KHANNA, S. y SRIVASTAVA, A.K. Op cit.,p. 607-619
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1.3 OBTENCION DE LOS POLIHIDROXIALCANOATOS

1.3.1 Sintesis de PHAs. Como ya se dijo anteriormente la composicion
monomérica de los biopolimeros PHAs es muy variada, depende de la fuente de
carbono y el tipo de microorganismo que a su vez determinan las rutas metabdlicas
por las cuales fueron sintetizados. Las vias metabdlicas por las que se produce PHA
son principalmente la degradacion de azucares mediante la obtencidén de Acetil CoA
(glucdlisis), ciclo de los acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs), la degradacion de
acidos grasos (pB-oxidacion) y/o biosintesis de acidos grasos y el catabolismo de
aminoacidos.?’

Asi como las polimerasas son las enzimas encargadas de la sintesis de PHA, las
despolimerasas (PHAZ) se encargan de la degradacion del PHA. Para ello existen
tres tipos de degradacion: Intracelular, extracelular y periplasmica®®.En bacterias
como Ralstonia eutro , se ha observado que la tasa de degradacion del polimero
acumulado es aproximadamente diez veces mas lenta que la tasa de sintesis. Sin
embargo el mecanismo de degradacion de PHA no se ha investigado tan
extensamente como la sintesis?°.

La biosintesis de PHA, como ya se mencion0 anteriormente, se presenta
fundamentalmente cuando las condiciones nutricionales para el crecimiento de los
microorganismos son desequilibradas, debido a bajas concentraciones de
coenzima-A libre y a una alta concentracion de NADH, esta Ultima a consecuencia
del cese de sintesis de proteinas, relacionado estrechamente a la generacion de
ATP por la cadena de transporte de electrones que ocurre durante la limitacién de
algun nutriente necesario para las funciones celulares. Lo expuesto anteriormente
causa que el acetil-CoA no pueda entrar al ciclo de Krebs para la produccion de
energia y el crecimiento celular ya que el NADH inhibe a la enzima citrato sintetasa
(enzimas clave del ciclo TCA), entonces, el acetil-CoA es utilizada como sustrato
para la biosintesis del PHA mediante la secuencia de tres reacciones enzimaticas.
Cuando no hay limitacion del acetil-CoA para entrar al ciclo de los &cidos
tricarboxilicos (TCA), CoA es liberado mientras la parte de acetil proveniente de la
actividad de la enzima citrato sintetasa (la acetil-CoA) es utilizada, por lo que se
incrementa la concentracion de CoA causando que la enzima [-ketotiolasa, una de
las tres responsables de la sintesis de PHA, se inhiba junto con la sintesis de PHA.

27 SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Op cit. p. 79-84
28 SIERRA MOJICA Winston Aaron.Op cit. p. 97
29 SERRANO RIARNO, Julieth Yadira. Op cit, p.79-84
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Los PHA pueden servir como un fuente de carbono o de energia para los
microorganismos durante un periodo de ayuno®°. Steinblichel y Flichtenbusch3!
explican que la enzima clave de la biosintesis es la PHA sintetasa.

Las fuentes de carbono que son degradadas via acetoacetil-CoA o R(-)-3-
hidroxibutiril-CoA agilizan las rutas para la formacién de PHAs®?

En lafigura 5 se presentan las vias metabdlicas para la sintesis de PHA, en donde
las lineas punteadas representan las rutas que conllevan a la formacion del
polihidroxialcanoatos.

Figura 5. Vias metabdlicas para la sintesis de PHA.
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Fuente: TAN, G.Y. A, CHEN, C. L., LI, L., GE, L., WANG, L., RAZAAD, |. M. N, ... y WANG, J.
Y. Start a research on biopolymer polyhydroxyalkanoate (PHA): a review. En: Polymers. 2014. 6(3),
706-754.

30 PUNRATTANASIN, Warangkana. The Utilization of Activated Sludge Polyhydroxyalkanoates for
the Production of Biodegradable Plastics. Virginia Tech, 2001. p 131

31 STEINBUCHEL, Alexander y FUCHTENBUSCH, Bernd. Bacterial and other biological systems for
polyester production. En: Trends in Biotechnology.1998. vol. 16, no. 10, p. 419-427

32 |bid. p. 419-427
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1.3.2 Produccién de PHA. La produccion de PHA se puede producir a partir de
diferentes tipos de cultivo.

1.3.2.1 Produccién de PHA con cultivos puros microbianos. Al emplear
cultivos puros se debe establecer condiciones de alimentacion (sustratos refinados)
y condiciones asépticas adecuadas. Por lo que esto hace que el proceso tenga un
alto costo asociado al sustrato como por el alto costo de los equipos y consumo de
energia provocando en definitiva que no sea competitivo industrialmente frente al
plastico convencional.

Por otro lado, la sintesis de PHA en microorganismos capaces de producir PHA es
de aproximadamente 300 especies y sigue creciendo®. Sin embargo, muchas de
las bacterias que han sido identificadas como productoras de PHA tienen una baja
tasa de crecimiento y una temperatura de crecimiento 6ptimo relativamente baja, es
por esto que se ha usado la ingenieria metabdlica para modificar genéticamente
algunas bacterias, aprovechando algun beneficio genético que esté ausente en el
microorganismo que se vaya a utilizar y asi maximizar la productividad, pero debido
a la complejidad del proceso, esto puede llegar afectar los costos de produccién.

1.3.2.2. Produccion de PHA con cultivos mixtos microbianos. Los cultivos
mixtos se han utilizado principalmente para el tratamiento de residuos en el
tratamiento bioldgico en plantas de tratamiento de aguas residuales, en donde a
este proceso se le conoce como sistema de lodos activados.

Por lo que, con fines de reducir los costos asociados a materia prima para la
produccion de PHA, se han utilizado dichos lodos activados que proporciona
ademas un valor agregado al poder obtener un producto de alto valor a partir de
desechos?®.

Una ventaja al utilizar esta ecotecnologia es que se pueden utilizar efluentes
liquidos proveniente de procesos acidogénicos de industrias alimenticias como el
aceite de oliva, aceite de palma, melazas de cafia de azlcar, industria del
papel cerveceria, y de la industria lactea®®, como sustrato, es decir se pueden
emplear sustratos econdémicos en vez de los sustratos convencionales que son
refinados.

Al momento de operar biorreactores por medio de cultivos mixtos microbianos se
debe tener en cuenta las condiciones establecidas por el sustrato empleado, pH,

33 SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Op cit., p. 79-84

34 PISCO, Ana Rita Saloio. Polyhydroxyalkanoates production by glycogen-accumulating organisms
( GAOs) from by-products of the sugar industry. Universidad de Lisboa, 2008. p. 83.

35 MENDOZA CALERO, Rolando. Obtencion de polihidroxialcanoatos (PHA) a partir de cultivos
mixtos microbianos usando efluentes ricos en acidos grasos volatiles como sustrato. En: Revista
Cientifica Y Tecnoldgica UPSE. vol. 2, no. 1, p. 1-145
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la temperatura y por sobre todo de las condiciones dinamicas de alimentacion
de un ciclo de disponibilidad de sustrato (abundancia) y periodos de ausencia de
sustrato (ayuno),3® esto se realiza con el fin de no suministrar constantemente el
sustrato ya que puede ocurrir una adaptacion fisioldgica y la tasa de crecimiento
sera mayor que la de acumulacion®’.

Se ha observado que la tasa de acumulacion de PHA tiene mucho que ver con la
memoria colectiva que tienen las bacterias. En los lodos jovenes tienen tasas
menores de acumulacion de PHA que aquellos de mayor edad celular bajo
condiciones de ayuno y abundancia.

Bajo las condiciones de ayuno y abundancia en periodos consecutivos, parece ser
que en la fase de abundancia entre un 66% del sustrato es consumido para
almacenamiento y el restante es usado para crecimiento y mantenimiento.

1.4 PRODUCCION DE PHA BAJO EL CONTEXTO DE BIORREFINERIA

1.4.1 Biorrefineria. La biorrefineria es un proceso sustentable para la
transformacién de biomasa que genera un portafolio de bioproductos como
fabricaciéon de combustibles, productos quimicos de valor agregado y energia,
permitiendo generar una economia circular en los procesos productivos. La materia
prima o biomasa proviene de la agricultura, la silvicultura y corrientes secundarias,
permitiendo el desarrollo de una economia basada en el aprovechamiento de
desechos organicos.*®

1.4.2 Tipos de biorrefineria segun la biomasa. Las biorrefinerias pueden ser
clasificadas, segun el tipo de biomasa utilizada, como biorrefinerias de primera,
segunda y tercera generacion

Las biorrefinerias de primera generacion utilizan biomasa de cultivos que son de
interés alimenticio o llamados también cultivos energéticos, los cuales generan una
problematica de seguridad alimentaria ya que en lugar de producir alimentos se
utilizan para producir diferentes bioproductos. Entre los cultivos mas usados se
encuentra el maiz (produccién de etanol), la soja, y diferentes granos®°.

3 |pid. p. 1-145

ST LEE,S. Y. Bacterial polyhydroxyalkanoates. En: Biotechnology and Bioengineering. Jan 5,. vol. 49,
no. 1, p.1-14

38 ARCOS HERNANDEZ, Ménica Vanessa. Op cit p. 138

39ARTURO ROMERO, Salvador. Aprovechamiento de la biomasa como fuente de energia alternativa
a los combustibles fésiles. En: Real Academia De Ciencias Exactas Fisicas Y Naturales (Espafia).
2010, vol. 104, no. 2, p. 331-345
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La biorrefinerias de segunda generacion surge como una solucién a los cultivos
energéticos, ya que se aprovechan los residuos agroindustriales, residuos de
biomasa lignocelulésica y residuos contenidos en aguas residuales. Por ultimo, las
biorrefinerias de tercera generacion consisten en el uso de algas y microalgas como
materia prima.

1.4.3 Etapas de produccion de PHA bajo el contexto de biorrefineria. Para la
producciéon de PHA por medio de cultivos mixtos provenientes de sistemas de lodos
activados se trabaja bajo el contexto de biorrefineria, compuesto por tres etapas
fundamentales de proceso, una anaerobia (para la fermentacion acidogénica) y dos
aerobias (enriquecimiento selectivo de biomasa acumuladora de PHA y produccion
de PHA).

En la figura 6 se muestra el proceso general para la produccién de PHA en cultivos
mixtos aprovechando los lodos activados y desechos organicos como sustrato.

Figura 6. Esquema experimental planteado para la produccion de PHA

Desechos organicos
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Acidos grasos volatiles y
1 Acido Lactico
Enriquecimiento y
produccion de biomasa con
gran habilidad
almacenadora(5BR)

Biomasa enriguecida con
gran habilidad
almacenadora
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A extraccion de polimero

FUENTE: ARCOS HERNANDEZ, Ménica Vanessa. Degradacion De Aguas Residuales
Y Produccion De Polihidroxialcanoatos Mediante Un Biorreactor Discontinuo.
Universidad Nacional Auténoma de México (UNAM), 2007. p. 138
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1.4.3.1 Primera etapa: Fermentacion acidogénica. Para disminuir los costos
asociados a la materia prima, para cultivos mixtos microbianos se utiliza como
fuente de carbono, residuos agroindustriales que funcionan como sustratos, pero
debido a que los residuos formados de carbohidratos no son un buen sustrato por
si mismos para la produccion de PHA, porque éstos son transformados
preferentemente en glucégeno, se lleva a cabo la fermentacion acidogénica que es
la segunda fase de la digestion anaerobia. Se debe inhibir la fase metanogénica
para que los AGV producidos no sean consumidos.

En esta etapa es importante conocer la composicion de los AGV obtenidos debido
a que son alimentados como fuente de carbono en el proceso de acumulacién que
es donde se sintetiza el PHA que depende de la disponibilidad del tipo de AGV.

El acetato es el sustrato mas utilizado para la produccion de PHA, almacenado
preferentemente como homopolimero PHB, y gracias a la optimizacibn de la
produccion de PHA por cultivos mixtos se ha llegado a producir hasta un 65%
de PHB de su contenido seco.*° El acetato es la sal del acido acético (AGV), un
acido organico débil cuya distribucion entre el acido libre y la sal depende del pH
del medio*'. También se han utilizado mezclas de otros acidos grasos volatiles
(AGV) para obtener copolimeros que formen plasticos de caracteristicas eficientes.
Por ejemplo, mezclas de &cido propidnico y acético se han utilizado para obtener
copolimeros de P(3HB-c0-3HV).#?

1.4.3.2 Segunda etapa: Seleccién de bacterias acumuladoras de PHA. El
proceso de seleccion de bacterias o microorganismos con capacidad de almacenar
PHA se realiza principalmente en un reactor SBR (reactor secuencial por lotes) en
condiciones aerobias partiendo de un inoculo con alta concentracién de biomasa
determinada como solidos volatiles de un lodo de un sistema de lodos activados de
una planta de aguas residuales*® el cultivo mixto microbiano presente se somete a
periodos de abundancia y hambruna del sustrato, donde ocurre presion selectiva ya
gue las bacterias que no acumulan el PHA no pueden utilizarlo como fuente de
carbono y energia durante la fase de hambruna.

“OMENDOZA CALERO Rolando. Op cit, p. 1-145

41 WANG, Jianping y YU,Jian. Kinetic analysis on inhibited growth and poly(3-hydroxybutyrate)
formation of Alcaligenes eutrophus on acetate under nutrient-rich conditions. En: Process
Biochemistry. 2000, vol. 36, no. 3, p. 201-207

42 LEMOS, Paulo C.; SERAFIM, Luisa S. y REIS, Maria A. M. Synthesis of polyhydroxyalkanoates
from different short-chain fatty acids by mixed cultures submitted to aerobic dynamic feeding. En:
Journal of Biotechnology. 2006, vol. 122, no. 2, p. 226-238

48 SERAFIM, Luisa, LEMUS Paulo; OLIVIERA, Rui, y REIS, Maria. Optimization of
polyhydroxybutyrate production by mixed cultures submitted to aerobic dynamic feeding conditions.
En: Biotechnology and Bioengineering. 2004. vol. 87, no. 2, p. 145-160
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Esta fase es importante para la siguiente etapa de acumulacion de PHA porque las
bacterias o0 biomasa seleccionadas en esta fase del proceso determinarén la calidad
y la cantidad de las bacterias acumuladoras de PHA 44y si no cumplen con estas
condiciones pueden generar algun efecto no deseado en el proceso de acumulacién
y aumentan los costos de la extraccion del PHA.

1.4.3.3 Tercera etapa: Acumulacién de PHA. En esta etapa, la inoculaciéon al
reactor se realiza con las bacterias con capacidad de almacenamiento del PHA
aisladas del lodo proveniente de la fase de seleccion. En esta fase el objetivo es
que las bacterias seleccionadas aumenten la capacidad de almacenamiento de
PHA utilizando como fuente de carbono los AGV con trazas de azlcares producidos
en la fase de fermentacion acidogénica que se suministran en periodos de
abundancia y racionando la alimentacion en pulsos temporalmente espaciados para
llevar a la biomasa microbiana a un punto de saturacién de acumulacién intracelular
de PHA. La mayor parte de las investigaciones recientes con cultivos mixtos se
basan en este tipo de sistemas ya que han demostrado obtener buenos resultados*
con tasas de acumulacion mucho mayores que en los sistemas disefiados con
etapas alternadas aerobias/anaerobias, logrando un alto contenido de PHA y alta
productividad*®.

Algunos autores presentan que en esta etapa se requiere una limitacion de
nutrientes mientras que otros muestran que no es necesaria esta limitaciéon.*’ Para
evaluar la eficiencia de esta etapa se compara el contenido celular, la productividad
volumétrica y la composicién del polimero.

Esta alternativa de produccion de PHA bajo el concepto de biorrefineria, es un
proceso que se encuentra aun por debajo del contenido alcanzado con cultivos
puros ya que bajo diferentes AGV en cultivos mixtos microbianos se obtuvo
contenido de PHA en célula seca de 14-41%,*8 es por esto que las tres etapas estan
siendo ampliamente estudiadas para optimizar la produccién de PHA.

44 CUIL, Y, ZHANG, Y, LU, P.y PENG, Z. Effects of carbon sources on the enrichment of halophilic
polyhydroxyalkanoate-storing mixed microbial culture in an aerobic dynamic feeding process. En:
Scientific reports. 2017, Vol 6, no. 1, p 30-44.

45 DIONISI, Davide;,MAJONE Mauro; PAPA, Viviana y BECCARI Mario. Biodegradable polymers
from organic acids by using activated sludge enriched by aerobic periodic feeding. En: Biotechnology
and Bioengineering. Mar 2004, vol. 85, no. 6, p. 569-579

48REIS M; Serafim L; LEMOS P; RAMOS A, AGUIAR F and VAN LOOSDRECHT, M. Production of
polyhydroxyalkanoates by mixed microbial cultures. En: Bioprocess and Biosystems Engineering.
2003I. vol. 25, no. 6, p. 377-385

47 DIONISI, Davide; CARUCCI, G., PAPINI, M. P., RICCARDI, C., MAJONE, M., y CARRASCO F.
Olive oil mill effluents as a feedstock for production of biodegradable polymers. Water research, 2005,
vol. 39, no 10, p. 2076-2084.

48 LEMOS, Paulo C.; SERAFIM, Luisa S. y REIS ,Maria A. M. Op cit, p. 226-238
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1.5 SUSTRATOS EMPLEADOS EN LA PRODUCCION DE PHAS

Los sustratos que se usan para la acumulacion de PHA van desde carbohidratos,
lipidos y proteinas, hasta compuestos aroméaticos y residuos agroindustriales,
acumulando desde 1 hasta 90 % de polimero en relacion al peso de su biomasa en
base seca.

Existen diversos sustratos que, por su naturaleza de desechos, podrian actuar
favorablemente en los costos de produccion de los biopolimeros. Entre los sustratos
econdmicos mas usados se encuentran: la melaza, residuos de la industria del arroz
y los lactosueros. Otras fuentes de carbono frecuentes son los acidos grasos
volatiles (acético, butirico y propionico), obtenidos de la degradacién de algunos
desechos orgéanicos lipidicos, pero que deben utilizarse en bajas concentraciones,
debido a que pueden generar toxicidad celular?®

En Colombia la agroindustria es el sector mas importante de la industria
manufacturera, generando gran cantidad de residuos organicos, por lo que la
produccion de PHA a nivel nacional se podria ver favorecida al tener disponibles
sustratos econdmicos que permitan bajar los costos asociados a la materia prima.
A continuacion, se presentan algunas caracteristicas de los sustratos que se utilizan
para la acumulacion de PHA.

1.5.1 Melaza. Es un subproducto o residuo de la cristalizacion final del aztcar del
cual no se puede obtener mas azlucar por métodos fisicos, en los ingenios se
considera como un producto sobrante el cual cuenta con muy pocos usos. Sin
embargo, la melaza puede aprovecharse como materia prima para la producciéon de
biomasa microbiana y para la obtencion de diversos productos biotecnolégicos,
presenta ventajas economicas y nutricionales frente a otros medios de cultivo
comerciales®.

Mediante ensayos adecuados de diluciones de la melaza se ha demostrado que, a
pesar de su bajo contenido de fésforo, constituyen un buen medio para
microorganismos (levaduras hongos y bacterias) mesofilos y terméfilos.

La composicion y otras caracteristicas de la melaza se muestran en la tabla 2, estas
propiedades pueden variar segun la variedad de cafia de azucar, suelo, clima,

49 VALERO-VALDIVIESO, Manuel Fernando; ORTEGON, Yamileth y USCATEGUI, Yomaira. Op cit,
p. 171-180

S0FAJARDO CASTILLO, Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO, Sandra Constanza. Evaluacion
De Melaza De Cafia Como Sustrato Para La Produccion De Saccharomyces Cerevisiae. Pontificia
Universidad Javeriana, 2007a. p. 120
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periodo de cultivo, eficiencia de la operacion de la produccion de la fabrica, entre

otros.

Tabla 2. Composicion y caracteristicas de la melaza de cafia de azucar

COMPONENTE CONSTITUYENTE CONTENIDO (P/P)
Materia seca 78%
Proteinas 3%
Sacarosa 60-63%
Azucares reductores 3-5% p/p
Componentes (glucosa y fructosa).
mayores Sustancias disueltas 4-8%pl/p
(diferentes azucares)
Agua 16&
Grasas 0.40%
Cenizas 9%
Calcio 0.74%
Magnesio 0.35%
Contenido de Fasforo 0.08%
minerales Potasio 3.67%
Glicina 0.10%
Leucina 0.01%
Aminoacidos Lisina 0.01%
Treonina 0.06%
Valina 0.02%
Colina 600 ppm
Niacina 48,86 ppm
Acido pantoténico 42,90 ppm
Contenido de Piridoxina 44 ppm
vitaminas Riboflavina 4,40 ppm
Tiamina 0,88 ppm
Grados Brix o sélidos disueltos 68-75%
pH 5-6.1

Fuente: FAJARDO CASTILLO,Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO,Sandra Constanza.
Evaluacion De Melaza De Cafia Como Sustrato Para La Produccion De Saccharomyces Cerevisiae.

Pontificia Universidad Javeriana, 2007. p. 120.

1.6 MECANISMOS METABOLICOS DE PRODUCCION DE PHA

La respuesta de los cultivos bacterianos ante la presencia de condiciones dinamicas
en el medio es variada, en particular se encuentra el crecimiento y el

almacenamiento.
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1.6.1 Crecimiento. Los microorganismos adaptan sus caracteristicas fisiologicas
al medio de cultivo (tipo de sustrato, pH, temperatura, etc.) y se llega a una
adaptacion final cuando las bacterias son capaces de crecer en el medio que
alcanza condiciones de estado relativamente estable (crecimiento balanceado)®?.
Existen principalmente cinco mecanismos para la adaptacion fisiolégica al medio;
enriquecimiento selectivo, regulacion enzimética, intercambio de informacion
genética, cambio genético hereditario y alteracion del medio ambiente.

En el enriquecimiento selectivo, los microorganismos capaces de adaptarse al
estrés crecen selectivamente sobre otros, lo cual produce una mayor proporcion de
la biomasa total de estos microorganismos ya adaptados al medio. Es este
mecanismo la base de la mayor parte de los experimentos de produccién de PHA
bacteriano.

1.6.2 Almacenamiento como incrustaciones intracelulares. Como un
mecanismo alternativo y/o adicional, la presencia de condiciones dindmicas
(sustrato, tiempo de retencién celular, pH, aireacion, etcétera) en el medio puede
ocasionar como respuesta el almacenamiento intracelular de compuestos,
principalmente polisacaridos y lipidos (glucégeno y polihidroxialcanoatos). Esta
respuesta puede ocurrir incluso bajo condiciones sin limitacion de algun nutriente
esencial para el crecimiento celular.

Debido a que la sintesis de los polimeros almacenados es mas simple que la de
nuevo material celular, se requiere menos tiempo de adaptacion fisiolégica al medio,
por lo que la respuesta como almacenamiento se puede considerar mas rapida que
la de crecimiento celular®?. Es este tipo de respuesta la que se ha tomado en cuenta
para el disefio de sistemas para produccion de PHA con lodos activados.

1.7 DETECCION DE PHA

Diversas técnicas se han utilizado para la deteccion de los granulos de PHA
acumulados intracelularmente por las bacterias, pero los colorantes lipofilicos Negro
Sudan, Azul de Nilo Ay Rojo de Nilo (produce una fuerte fluorescencia naranja) son
los que mas se emplean debido a que son métodos sencillos y rapidos de realizar
para la identificacién de PHA.

1.8 APLICACIONES DE LOS PHAs

Los PHA tienen diversas aplicaciones en industrias como la: farmacéutica,
biomedicina, de alimentos, embalaje, entre otras. Al ser materiales biocompatibles

51 MAJONE M; DIRCKS K y BEUN J J. Aerobic storage under dynamic conditions in activated sludge
processes. The state of the art. En: Water Science and Technology.1999. vol. 39, no. 1, p. 61

52 bid. p. 61
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se pueden procesar para convertirlos en materiales de implantes meédicos. Los PHA
también se emplean como recubrimientos en la fabricacion de drogas de liberacion
controlada de farmacos. También se pueden encontrar en empaques (envolturas
de elementos de aseo y alimentos, en general envases de plasticos desechables o
de larga duracién), en productos de higiene y en biocombustibles.>3

1.9 BIODEGRADABILIDAD DE LOS PHAS

Los PHAs son sustitutos atractivos de los poliésteres de origen petroquimico, dado
qgue en la naturaleza, los microorganismos son capaces de degradarlos hasta CO2
y agua, en condiciones aerobias, y hasta metano, en condiciones anaerobias, por
accion de las enzimas PHA despolimerasas y PHA hidrolasas®.

La principal ventaja de los polihidroxialcanoatos es su biodegradabilidad y esto lo
logran ya que los granulos son hidrolizados por microorganismos que buscan en
ellos fuentes de carbono y energia; lo hacen por medio de despolimerasas que son
secretadas de las células y se adhieren a la superficie del polimero convirtiéndola
en unidades de monoémeros independientes.

El tiempo que demora la degradacién depende de la naturaleza propia del polimero
asi como también las condiciones ambientales a las que sean expuestos, se ha
observado degradacién de los PHAs en gran cantidad de ambientes incluyendo
aerobios, anaerobios, salinos, marinos y otros®.

En la figura 7 se puede observar la degradacion completa de una bolsa compuesta
por PHA en menos de 50 dias bajo condiciones tropicales.

53 SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Op cit, p. 79-84
54 VALERO-VALDIVIESO, Manuel Fernando; Op cit, p. 171-180
55 SERRANO RIANO, Op cit., p. 79-84
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Figura 7. Degradacion completa de PHA en menos
de 50 dias bajo condiciones tropicales

Fuente: SERRANO RIANO, Julieth Yadira. Polihidroxialcanoatos
(PHAS): Biopolimeros producidos por microorganismos.: Una
solucién frente a la contaminacién del medio ambiente. En:
Teoria Y Praxis Investigativa. vol. 5, no. 2, p. 79-84

1.10 CRECIMIENTO MICROBIANO

El crecimiento es el aumento ordenado en la suma de todos los componentes de
un microorganismo. La multiplicacion celular se lleva a cabo por fision binaria y es
consecuencia del desarrollo; en los organismos unicelulares, el desarrollo provoca
incremento en el numero de individuos que constituyen una poblacién o cultivo.

Las concentraciones microbianas se miden en términos de concentracion celular
(nimero de células viables por volumen unitario de cultivo), a el intervalo de tiempo
para la duplicacién del numero de células se denomina tiempo de generacion; o
concentracion de biomasa (peso seco de las células por volumen unitario de
cultivo), en cuyo caso a el tiempo necesario para la duplicacién de la masa celular
se denomina tiempo de duplicacion. Estos dos parametros no siempre son
equivalentes, puesto que el peso seco celular promedio varia durante las distintas
etapas de un cultivo, sin embargo, estas dos expresiones del crecimiento pueden
considerarse equivalentes cuando los componentes aumentan a una misma
proporcion por unidad de tiempo (crecimiento balanceado o equivalente- fase
exponencial) en el que hay un incremento de masa celular debido a la sintesis de
la totalidad de sus componentes (azucares, lipidos, etc.). Esto conlleva a la
proliferacion o division celular. Tampoco tienen la misma importancia: en los
estudios sobre genética microbiana o desactivacion celular, la concentracion celular
es la cantidad significativa; en los estudios sobre bioquimica o nutricibn microbiana,
la cantidad importante es la concentracion de la biomasa.>®

56BROOKS Geo F; CARROLL, Karen C; BUTEL, Janet S; MORSE, Stephen Ay MIETZNER, Timothy
A. "Jawetz" Microbiologia Médica. 25 ed. ES: McGraw-Hill Interamericana - M.U.A, 2015. p. 83
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1.10.1.1 Concentracion celular. La concentracion de células viables se
considera por lo general la medida de la concentracion celular; Cuando se utiliza la
medida de turbidez es importante recordar que la correlacion entre turbidez y cuenta
viable varia durante el desarrollo y muerte de un cultivo; las células pierden
viabilidad sin que el cultivo pierda turbidez, es por esto que se debe desarrollar una
curva de calibracion que relacione la turbidez con las unidades formadoras de
colonia por volumen unitario del medio de cultivo.

1.10.1.2 Densidad de la biomasa. La biomasa se mide directamente al
determinar el peso seco de un cultivo microbiano, se puede determinar como SST
0 SSV. Se realiza frecuentemente una curva patron que correlaciona al peso seco
con la turbidez. Estas dos medidas son directamente proporcionales en soluciones
diluidas, ambas son una medida para determinar el numero total de
microorganismos, y son independientes del tamafio celular de los microorganismos.

1.10.2 Métodos para medir el crecimiento microbiano. En la tabla 3 se presentan
las técnicas para medir el crecimiento microbiano de acuerdo a si son métodos
directos (miden directamente las células o0 masa microbianas) o métodos indirectos
(relacionan algun parametro del cultivo que permite deducir el crecimiento
microbiano); también se tiene en cuenta si mediante la técnica se hace una
medicion del numero de células o masa celular. La eleccion del método de medicion
del cultivo depende de sus caracteristicas y del proceso, como también de la
sensibilidad requerida, confianza del método y velocidad necesaria.

Tabla 3. Métodos para medir el crecimiento microbiano

Recuento en camara

Vivas y Recuento indirecto en portaobjetos
Determinacion del Muertas Contador automatico de particulas
MNimero de células Mefelometria

Recuento en medio sdlido

Vivas Filtracién sobre membrana

Daterminacian de peso seco

Directos Estimacion de proteinas

Determinacion de - -
Turbidimetria

la masa celular ) — -
Indirectos Acumulacidn de metabolito

Consumo de un nutriente

Fuente: BROOKS Geo F; CARROLL, Karen C; BUTEL, Janet S; MORSE, Stephen Ay
MIETZNER, Timothy A. "Jawetz" Microbiologia Médica. 25 ed. ES: McGraw-Hill
Interamericana - M.U.A, 2015. p. 83
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El crecimiento exponencial, es por lo general, balanceado de modo que se puede
utilizar la medicion de cualquier propiedad de la biomasa. Una de ellas es la
determinacion de la masa celular y el método mas empleado es la turbidimetria, un
método Optico que consiste en la determinacion de la cantidad de luz absorbida por
una suspension de células;®’ la medicion de turbidez se usa para estimar los
indicadores de crecimiento de bacterias como una alternativa a los recuentos de
las placas tradicionales®®.

1.10.3 Crecimiento en términos de masa bacteriana. El patrén de crecimiento,
en términos de masa de microorganismos se presenta en la figura 8 y puede
describirse asi®®:

Figura 8. Curva caracteristica de crecimiento bacteriano en términos
del registro de la masa de los organismos

Fase

Crecimiento Declinacién

Latencia exponencial ;| Del crecimiento Endogena

Logaritmo del numero viable de microorganismos

Tiempo

Fuente: MOELLER Gabriela y TOMASINI ORTIZ Ana Cecilia. Microbiologia
De Lodos Activados. IDEAM, 2004. p. 148-208

57 SANZ CERVERA, Susana. Técnicas De Microbiologia. 2a edicion ed. Universidad Rioja: 2011. p.
102

58GONZALES ACEBO, Dayana y HERNANDEZ GARCIA, Armando. Los métodos turbidimétricos y
sus aplicaciones en las ciencias de la vida. En: Modelamiento Matemético Y Optimizacion Del
Proceso De Produccién De Polihidroxialcanoatos. 2013. vol. 44, no. 1, p 1-14.

59 MOELLER Gabriela y TOMASINI ORTIZ Ana Cecilia. Microbiologia De Lodos Activados. IDEAM,
2004. p. 148-208
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1.10.3.1 Fase de latencia. En esta fase las bacterias necesitan de un tiempo
para adaptarse al ambiente nutricional, pero en comparacién a la fase de latencia
del nimero de células viables, la fase en términos de masa bacteriana no es tan
larga debido a que la masa empieza a incrementarse después de que tiene lugar la
division celular.

1.10.3.2 Fase de crecimiento exponencial. Existe siempre un exceso en la
cantidad de alimento que rodea a los microorganismos, y la velocidad del
metabolismo y crecimiento es so6lo una funcion de la habilidad del microorganismo
para procesar el sustrato.

1.10.3.3 Fase de declinacion del crecimiento. La velocidad de incremento
de la masa bacteriana disminuye debido a la limitacion en el suministro de alimento.

1.10.3.4 Fase enddgena. Los microorganismos son forzados a metabolizar
las reservas de energia que acumulan intracelularmente sin que haya reemplazo,
debido al agotamiento de la concentracion del sustrato. Durante esta fase puede
ocurrir el fendmeno conocido como lisis, en el cual los nutrientes que quedan en las
células muertas se difunden hacia el exterior para suministrar alimento a las células
vivas restantes.®°

1.11 CINETICA DE CRECIMIENTO MICROBIANO

La cinética, de un proceso biolégico o quimico se encarga de estudiar la velocidad
de reaccion de un proceso, segun el mecanismo de reaccién; pero para un proceso
bioguimico, describir la cinética durante una transformacién microbiana es complejo
por los parametros que intervienen en ella, es por ello que se han propuesto
diversos modelos cinéticos con el fin de representar parte de la realidad del proceso
y de esta manera predecir en un cultivo microbiano, la cantidad de sustrato o
compuesto quimico remanente después de cierto tiempo, calcular el tiempo
requerido para alcanzar cierta concentracibn de compuesto de interés, como
también reducir costos en disefio experimental y de proceso, considerar o no
variables que puedan o no afectar el desarrollo experimental y utilizar el
modelamiento matematico para escalar procesos realizados a nivel de banco o
laboratorio entre otros. La evaluacion de la cinética en el crecimiento bacteriano
constituye un aspecto importante para la operacion, simulacion, disefio y prediccién
del comportamiento de reactores biolégicos®?

En general, un modelo matematico de crecimiento esta compuesto por 3 partes: la
primera corresponde a los principios quimicos, fisicos y biologicos involucrados en
el proceso en cuestion, la segunda son las inferencias que se puedan hacer a partir
de los datos existentes previamente y la tercera corresponde a las suposiciones que

60 60 MOELLER Gabriela y TOMASINI ORTIZ Ana Cecilia, Op Cit. p. 148-208
61 DUARTE TORRES, Alberto.Op cit, p. 123-148
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se deban hacer, con bases y criterios validos, necesarias debido a la complejidad
de los procesos microbiolégicos®?.

A continuacion, se muestra la clasificacion de los modelos cinéticos y las
consideraciones que se realizan.

1.11.1 Modelos Estructurados: consideran las rutas metabdlicas intracelulares,
consideran los componentes basicos de la célula y su especie quimica en cuestion,
despreciando o agrupando los deméas componentes en grupos generalizados que
pueden llamarse lipidos, proteinas, etc.

1.11.2 Modelos no estructurados: Son modelos que brindan una aproximacion
del comportamiento microbiano considerando el sistema sin una complejidad
abrumadora, por lo que su aplicacién es recomendable para etapas iniciales de una
investigacién donde se desee indagar el modelamiento de los procesos realizados
por microorganismos. A continuacion, se nombran algunas de las suposiciones:

- Se debe considerar a la poblacién de microorganismos como un conjunto
homogéneo.

- La masa de la poblacion celular esta distribuida uniformemente en el cultivo
asumiendo que es un cultivo homogéneo, expresada como masa de células
secas por unidad de volumen.

- No se presenta muerte celular

- No se presenta fase de adaptacion.

Ademas de los modelos anteriormente mencionados, existen también los modelos
segregados y no segregados; en donde los modelos segregados consideran a la
poblacion heterogénea distinguiendo entre tamafio, edad y composicién interna
variable, mientras que los modelos no segregados consideran a la poblacién como
una célula promedio de un Gnico componente, distribuido uniformemente.%3

Para modelar la cinética microbiana se tienen en cuenta los siguientes parametros,
usados posteriormente para el disefio y estudio de biorreactores, consumo de
sustrato, produccion de metabolito y formacién de biomasa. En esta ultima esta
centrado el presente trabajo, el cual es representado mediante modelos
matematicos no estructurados, no segregados que permiten describir y reproducir
Su comportamiento.

62 CORDON PAEZ, Santiago y PEREZ MARTINEZ, Jorge Alejandro. Ajuste De Un Modelo
Matematico Para El Crecimiento De Streptococcus Pyogenes En 2 Sustratos Para La Produccion De
Acido Hialurénico a Escala De Laboratorio. FUNDACION UNIVERSIDAD DE AMERICA, 2016. p.
129

63 CALDERON VARGAS, Juan Fernando. Ajuste de un modelo cinético para el crecimiento de
lactobacillus acidophilus en la fermentacion de un sustrato complejo. Fundacién Universidad
América, 2017. p. 78
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1.11.3 Modelos de crecimiento microbiano.

Los modelos cinéticos no estructurados son sencillos y brindan una aproximacion
del comportamiento microbiano, considerando el sistema sin complejidad,
asumiendo una distribucion uniforme en el cultivo, es decir, consideran el cultivo
homogéneo, por lo que generalmente usan el término poblacion microbiana o
biomasa, expresada como masa de células secas por unidad de volumen.

Los modelos no estructurados se pueden dividir en tres grupos, los modelos de
crecimiento, los modelos de consumo de sustrato y modelos de formacion de
producto, basados en el modelo de Monod®*.

A continuacion se muestran modelos no estructurados de crecimiento microbiano
que tienen en cuenta el crecimiento del microorganismo con la concentracion de la
biomasa y otros factores como el sustrato limitante, que hace depender el
crecimiento de la concentracion de la biomasa con la concentracion de un sustrato®°.

1.11.3.1 Modelo de crecimiento exponencial. Denominado también ley de
Malthus, es el modelo més sencillo, empleado cuando el crecimiento es equilibrado,
en donde la masa celular media no se ve afectada por la proliferacion de la
poblacion; este tipo de comportamiento se puede presentar en la fase de
crecimiento exponencial, por lo que, para fases como la declinacién en el
crecimiento, es incapaz de predecir la concentracion de la biomasa.

El modelo de crecimiento exponencial esta representado por la Ecuacion 1, donde
U es la tasa de crecimiento especifica (h) y X es la concentraciéon de biomasa que
se puede obtener en un cultivo correspondiente.

Ecuacién 1. Concentraciéon de biomasa en funcion del tiempo

aX
dt =uX

Resolviendo la Ecuacién 1 en torno a los limites de t = 0 con X = Xo (concentracion
de biomasa inicial), se obtiene la Ecuacion 3 que describe la fase exponencial, en
funcién del tiempo.

64 ALCON MARTIN, Aimudena. Desarrollo de modelos cinéticos para bioporcesos: aplicacion a la
produccion de Xantano . Universidad complutense de Madrid, 1999. p. 471.

65 |bid., p 471
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Obteniendo la Ecuacion 2, la cual representa la concentracion de la biomasa en
funcién del tiempo.

Ecuacién 2. Concentracion de la biomasa en funcién del tiempo.

X = (X, e )

1.11.3.2 Ecuacion logistica. Esta ecuacion permite describir distintos
procesos fermentativos de la biomasa, teniendo en cuenta la fraccion de carga que
involucra la concentracion de biomasa con la concentracibn maxima producida. En
la Ecuacion 3 se representa la ecuacion logistica.

Ecuacién 3. Ecuacion logistica para crecimiento microbiano

dX_ | X
E‘“X( —x—,,)

Donde Xm es la concentracibn maxima de biomasa, | la tasa de crecimiento
especifica y X la concentracion de biomasa.

Al integrar la Ecuacion 3 en las condiciones de frontera X=X0 y t=t0=0, se obtiene
la Ecuacidn 4, correspondiente al crecimiento de biomasa en funcion del tiempo.
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Ecuacién 4. Concentracion de la biomasa en funcién del tiempo.

‘:E':'ISI;{IHE"IM:E
T (X — X, + X eHt)

1.11.4 Modelo de Monod. Modelo desarrollado en 1942, en el que se describe una
relacion entre el crecimiento microbiano y el sustrato que limita el crecimiento sin
ningun tipo de proceso de inhibiciéon durante la fermentacién®. El modelo toma
solamente en consideracion las fases positivas de crecimiento y asumiendo la
poblacion microbiana como homogénea. El modelo se describe mediante las

ecuaciones 5y 6.

Ecuacién 5. Ecuacion de Monod para el crecimiento de biomasa

dX

=X -
ﬂ‘t P-rrlux H_.‘- + 5

66 DUARTE TORRES, Alberto. Op cit. p. 123-148
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Ecuacién 6. Ecuacion de Monod para el consumo de sustrato

d5 —1dX
dt Y. dt

El modelo de Monod, generalmente se caracteriza por alcanzar un grado de ajuste
cercano a los datos experimentales.

1.11.4.1 Eadie Hofstee. EI método diferencial de analisis es la evaluaciéon de
las velocidades de crecimiento de biomasa y de consumo de sustrato a partir de un
conjunto de datos experimentales de las concentraciones de biomasa y de sustrato
en funcién del tiempo en un cultivo por lotes.®’

Ecuacion 7. Ecuacion de Eadie Hofstee

= [y %Ks

La representacion de la grafica de pu versus p/s en el caso de los microorganismos
que se comportan de acuerdo con el modelo de Monod, correspondiente a una linea
recta, cuto intercepto es mm y cuta pendiente es —Ka.

La principal limitacion del método diferencial de andlisis en la determinacion de
parametros cinéticos es la dificultad para la realizacion de ensayos con un reactor
continuo (CSTR)

67 DUARTE TORRES, Alberto, Op cit. p. 123-148
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2. MATERIALES Y EQUIPOS

En este capitulo se detallan herramientas fisicas como son equipos, reactivos,
materias primas, etc. También se explican los métodos realizados para cumplir
con los objetivos del proyecto.

2.1 LOCALIZACION DEL PROYECTO

La experimentacion se llevé a cabo en la Universidad Antonio Narifio en el
laboratorio del grupo de investigacion GRESIA, el cual tiene una linea de
investigacion en ingenieria de bioprocesos basada en la valorizacion de residuos
y biomasa de segunda generacion en bioproductos de valor agregado bajo el
contexto de biorrefineria. Dentro de sus investigaciones esta la produccién de
PHA, sobre el que trabaja este Proyecto de Grado.

Los materiales, materias primas y equipos para la ejecucion del proyecto de
investigacion fueron suministrados por el laboratorio del grupo de investigacion
GRESIA.

2.2 SUSTRATOS

A continuacién, se describen las materias primas empleadas en el proyecto, los
microorganismos con los cuales se trabajo y los medios de cultivo usados.

2.2.1 Microorganismos. Se utilizaron 13 cepas axénicas aisladas previamente
de un sistema de lodos activados provenientes de la segunda etapa del proceso
de produccion de PHA bajo el contexto de biorrefineria correspondiente al
enriquecimiento selectivo de B-PHA, con el que trabaja el grupo de investigacion
GRESIA. El in6culo utilizado en dicha etapa fue un lodo de un tanque de aireacién
de una planta de tratamiento de agua residual de lodos activados de la industria
alimenticia®®, sometidos a periodos de abundancia y de ayuno del sustrato, en
donde por presion selectiva se obtiene un lodo enriquecido Unicamente con
bacterias que acumularon el PHA como fuente de carbono y energia.

En un estudio previo realizado por el laboratorio, se conocia la clasificacion de las
bacterias en la estructura de la pared celular como Bacilos Gram positivos en su
mayoria, a excepcion de las cepas 3, 4 y 6%°; ademas se detect6 la posible
capacidad para acumular PHAs a nivel intracelular por medio de las técnicas de
deteccidn de tincidon con Rojo de Nilo y Negro de Sudan. Las bacterias crecen a
una temperatura de 35°C en un tiempo de incubacién entre las 24 a 72 horas.
Los microorganismos se encontraban conservados a -4°C en medio de cultivo
agar nutritivo con glucosa.

6 ACOSTA Edith; FONSECA, Andrea; JIMENEZ, Santiago; SANCHEZ, Astrid; LUNA, Héctor
y LEON, Ivan. ldentificacion De Bacterias Acumuladoras De Polihidroxialcanoatos Con
Técnicas De Tincion Convencionales. Universidad el bosque: 2018, p 45.

69 |bid., p 45
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2.2.2 Medios de cultivo. El medio de cultivo utilizado en este proyecto es
glucosa y caldo nutritivo de origen comercial (anexo A), empleado para la
construccion de las curvas de crecimiento de cada una de las cepas bacterianas
ajustando el pH a 5.

El sustrato seleccionado para cultivar los microorganismos del cultivo mixto
conformado, es un medio sintético en diferentes concentraciones, 10%, 15% y
20% de acido aceético en solucion melaza. Dichos valores se obtuvieron a la salida
de tres reactores acidogénicos respectivamente, el cual por medio de un proceso
fermentativo de la melaza genera una corriente de acidos grasos volatiles con
azucares no fermentados de la melaza. Estos porcentajes fueron reportados por
el autor Mora’®; quien trabaj6 en la primera etapa de la producciéon de PHA bajo
el concepto de biorrefineria en el grupo de investigacion GRESIA de la
Universidad Antonio Narifio, por lo cual se quiere utilizar estos porcentajes
hallados experimentalmente.

A continuacion, se detalla los componentes de este medio sintético.

2.2.1.1 Acido acético. Se usé acetato de sodio y posteriormente se ajusto el
medio con HCI 0.1N. Se seleccioné este acido graso volatil, ya que, este se genera
en mayor porcentaje de DQO en AGVS a la salida de los reactores acidogénicos
en los proyectos desarrollados por el grupo de investigacion GRESIA™L.

Ademas, el acetato es uno de los sustratos mas reportados en literatura que
permiten la acumulacion de granulos de PHA con una produccion mayor al 65%
en peso seco’?. En cultivos microbianos mixtos aerébicos alimentados con
acetato, el autor Johnson obtuvo un 89% de acumulacion de PHA, un resultado
comparable a los valores reportados por cultivos puros’s.

70 MORA, Carlos Eduardo. Op cit,. p. 55

"1 |bid., p.55
2 CORTES DE LUNA Omar. Produccion De Polihidroxibutirato (PHB) Con Cultivo Mixto
Fotoheterotrdfico. Instituto Politecnico Nacional, 2016. p. 63

7 FRADINHO, J. C.; OEHMEN, A. y REIS, M. A. M. Photosynthetic mixed culture
polyhydroxyalkanoate (PHA) production from individual and mixed volatile fatty acids (VFAS):
Substrate preferences and co-substrate uptake. En: Journal of Biotechnology. Sep 2014,. vol.
185, p. 19-27
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2.2.1.2 Melazade cafiade azucar. Es el residuo de la cristalizacion del azucar,
se emple6 como sustrato para el cultivo mixto conformado. Esta materia prima fue
suministrada por la Universidad Antonio Narifio, quienes emplean este compuesto
para la alimentacion de otros reactores de la biorrefineria. En la seccion 1.5.1. En
la tabla 2 se presenta la composicidén y algunas caracteristicas que comunmente
se presentan en las melazas (sin embargo, en otra investigacion se debe realizar
una caracterizacion de la composicion de la melaza para corroborar los
componentes encontrados en literatura). Mediante la fermentacion de melaza se
ha obtenido una acumulaciéon de PHA del 75%74 en peso seco.

2.3 EQUIPOS

Para la ejecucion del proyecto se requirié el uso de diferentes instrumentos para
cumplir con cada una de las etapas de la investigacion, en la tabla 4 se observan
especificaciones y se realiza una breve descripcién de los equipos utilizados a lo
largo del proyecto.

Tabla 4. Equipos utilizados

Nombre del equipo | Caracteristicas Funcion
Sistema cerrado donde| Se utiliz6 para
se forma vapor de agua esterilizar el
emplea una temperatur{ material y los
de 121°Cy 15lb de medios de cultivo
presion, lo que conlleva para el proceso.
a la muerte de los

Autoclave microorganismos y la
destruccion de las
esporas.

Marca: All American
Modelo: 50X-120

Fuente: elaboracion
propia

4 RAMOS, Fernando Daniel. Produccion de PHA estudios experimentales y disefio 6ptimo de
biorrefinerias. Universidad Nacional del Sur, 2019. p. 355.
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Tabla 4. (Continuacion)

Nombre del equipo

Caracteristicas

Funcién

Balanza analitica

Se utiliza principalment
para medir pequefias
masas, precision de
lectura de 0,1 pg a 0,1
mg.

Marca: BOECO
Germany

Modelo: BBL52

Empleado para
medir el peso de
los reactivos y
cuantificacion del
peso seco de la
biomasa.

Fuente: elaboracion
propia

Cabina de
bioseguridad: cabina
de flujo laminar

Permite mantener libre
de polvo e impurezas
el espacio interior del
area de trabajo.
Marca: Purificacion u
Analisis de Fluidos LTD

Empleado para
manipular los
microorganismos
medios de cultivo
en condiciones de
asepsia.

Fuente: elaboracién
propia

Instrumento usado en
el analisis quimico que

Empleado para
monitorear el

- N — —
" (.

Marca: HUMBOLDT
Modelo: H-30145E

mide la absorbancia de| crecimiento AR v
una muestra en los microbiano
Espectrofotometro espectros de luz evidenciado por
ultravioleta y visible. medio de la ‘ 1
Marca: Genesys 20. turbidez y para la| | . ] ‘
Modelo: Thermo prueba de DQO. °. ’
>\
Fuente: elaboracién
propia
Camara o cavidad dong Utilizado para :
se utiliza una eliminar la
temperatura mayor al | humedad y
ambiente con el fin de | cuantificar el pesq
Horno retirar la humedad de u| seco de la
producto. biomasa.

Fuente: elaboracion
propia
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Tabla 4. (Continuacion)

Nombre del equipo

Caracteristicas

Funcién

Incubadora de

Tiene como funcion
generar las condicioneg
adecuadas de
temperatura y humedad
para el crecimiento

Empleado para

cultivar los medio
de cultivo (sélidos
a las condiciones
de temperatura y

acidez o alcalinidad.
Marca: HANNA Modelg
HI2210

laboratorio microbiano. humedad
Marca: Memmert. requeridos.
Modelo: 100-800 ,
Fuente: elaboracioén
propia
Instrumento 6ptico de | Utilizado para
gran importancia para I3 observar la
observacion e morfologia
identificacion de los microscopica de
Microscopio microorganismos. los
Marca: Leica Modelo | microorganismos
MD500 su clasificacion
segun el tipo de
pared celular. .
Fuente: elaboracién
propia
Instrumento cientifico | Se emple6 para €
gue mide la actividad d¢ ajuste del pH del
ion hidrégeno en medio de cultivo.
soluciones acuosas,
pH-metro indicando su grado de

Reactor DQO

Reactor de digestion,
puede ser utilizado para
andlisis de metales,
digestiones para analisi
de nutrientes, 0 muestr;
biol6gicas.

Marca HANNA Modelo
HI1839800

Utilizado para
completar la
reaccion de
oxidacion en la
medicion

de DQO.

Fuente: elaboracién
propia

Fuente: elaboracion
propia
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Tabla 4. (Continuacion)

Nombre del equipo

Caracteristicas

Funcién

Sistema de agitacion

Permiten que la
composicion y la
temperatura de la masg
reaccionante tiendan a
ser iguales en todas las
zonas del cultivo, es
decir lograr una
uniformidad de las
propiedades.
Elaboracién propia
(ANEXO B)

Garantizar la
homogeneidad dg
los cultivos, de
forma axial,
constante y
uniforme,
adecuada para
cultivar medios er
Erlenmeyer.

Fuente: elaboracion
propia

Sistema de filtracion a
vacio

Permite filtrar
suspensiones en las qu
la fuerza de gravedad n
es suficiente para el
proceso o permite
acelerar la velocidad de
filtracion

Marca: Thomas
Modelo: 1630.

Sistema emplead:

para la filtracion d

muestras para la
determinacion del
peso seco de la
biomasay las
pruebas de DQO
soluble.

Fuente: elaboracion
propia

Fuente: elaboracién propia

2.4 REACTIVOS

Los reactivos que se muestran en la tabla 5 se emplearon en el proyecto para
preparar reactivos y realizar varias técnicas como son la coloracién de Gram, el
método colorimétrico de DQO.

Tabla 5. Reactivos

REACTIVO

USoO

Cristal Violeta de Gram. (ACS)

Se utiliza para la prueba de coloracion
de Gram como colorante.

Lugol de Gram (ACS)

Se utiliza para fijar el colorante
Cristal Violeta en la coloracién de Gram.

Alcohol acetona de Gram. (ACS)

Se utiliza para remover el exceso
de colorante en la coloracién de Gram.

Fucsina de Gram (ACS)

Se utiliza para la prueba de coloracion
de Gram como colorante de contraste

Solucion salina al 0,85% p/v

Se utiliza como solvente para realizar
las diluciones para la siembra.
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Tabla 5. (Continuacion)

REACTIVO

Etanol 70% v/v

Acido sulfarico concentrado
Rojo de Nilo

Negro de Sudan

Acido Clorhidrico 0.1N
Fuente: elaboracién propia

uSo

Utilizado como bactericida.

Utilizado para preparar los viales de DQO.
Utilizado como colorante para la deteccién
de bacterias productoras de PHA
Utilizado como colorante para la deteccion
de granulos de PHA.

Utilizado para regular el pH.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL
3.1 CONFORMACION DEL CULTIVO MIXTO BACTERIANO

En estudios’® previos realizados por el laboratorio se evaluaron cada una de las
13 cepas de interés, aisladas de un sistema de lodos activados provenientes del
reactor de la segunda etapa para la producciéon de PHA correspondiente al
enriquecimiento selectivo de B-PHA, en el que se detecto la posible presencia de
PHA por medio de las técnicas de tincion en Agar Rojo Nilo y Negro de Sudan B
usando exceso de glucosa. Mediante este trabajo’® se logré detectar cuales
bacterias acumulan PHA.

Para llevar a cabo la seleccion de las bacterias para conformar el cultivo mixto se
monitoreo el crecimiento de las bacterias en un medio comercial no selectivo,
empleado en el laboratorio, y se tuvieron en cuenta las cepas que presentaron un
crecimiento exponencial alto, evidenciado por la concentracion de la biomasa
formada, con respecto a las demas cepas, ya que en dicha fase las bacterias
tienen la capacidad para crecer constante y rapidamente, tomando la fuente de
carbono que se suministre, por lo que se puede evidenciar la habilidad del
microorganismo para procesar determinado sustrato, importante al momento de
describir la cinética de crecimiento bacteriano.

También se tuvieron en cuenta los resultados obtenidos previamente en el
laboratorio de las cepas que tienen potencial para acumular PHA.”’

En la figura 9 se describe la metodologia para la seleccién de las bacterias que
conformaran el cultivo mixto bacteriano basado en el crecimiento bacteriano de
las cepas.

75 ACOSTA Edith; FONSECA, Andrea; JIMENEZ, Santiago; SANCHEZ, Astrid; LUNA, Héctor
y LEON, Ivan. Op cit, p. 45
76|bid., p. 45.

77 Ibid., p 45.
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Figura 9. Metodologia para la seleccién de las bacterias que conformaran el cultivo mixto
bacteriano

] Preparacion Monit )
Reactivacion Barrido medio de quva qlg onitoreo
de las cepas espectral cultivo con calibracion de la
) biomasa )

pH ajustado

N
_ ) Conformacion Andlisis curvas
Fuente: Elaboracion propia cultivo mixto de crecimiento

J

3.1.1 Reactivacion de las cepas bacterianas. Se reactivaron 13 cepas
axénicas que estaban conservadas en un refrigerador a una temperatura de 4°C
empleando un medio de cultivo sélido agar nutritivo y glucosa, ya empleado en el
laboratorio, compuesto por Glucosa 10 g/L Peptona 2.5 g/L Extracto de levadura
1.0 g/L NaCl 2.5 g/L Extracto de carne 0.5 g/L Agar 15 g/L. pH 7.0 £ 0.1 (ANEXO
A) y se incub6 a 35°C por 24 a 72 horas; pasado este tiempo se determinaron las
caracteristicas morfolégicas macroscopicas y microscopicas; se determino el
tiempo en el que se evidencia crecimiento y se realizdé Tincion de Gram, para
reconocer e identificar a las bacterias y de esta manera evitar fallos en el proceso.

3.1.1. Tincién de Gram. Es un método econdémico, sencillo y eficaz que se basa
en una tincién diferencial donde se aplican colorantes selectivos en un orden
especifico para clasificar a las bacterias en dos grandes grupos, Gram positivas y
Gram Negativas. La composicion quimica y el contenido de peptidoglicano en la
pared celular de las bacterias Gram negativas y Gram positivas explica y
determina las caracteristicas tintoriales.

Los colorantes se utilizan con el fin de contrastar las células y asi poder
observarlas a través de un microscopio con mayor facilidad. Como colorante
primario se usa cristal violeta, el cual tiene afinidad con el peptidoglicano de la
pared bacteriana y se usa safranina, el cual funciona como un colorante
secundario o de contratincion y sirve para tefiir las bacterias que no pudieron
retener el complejo cristal violeta-yodo."®.

Para realizar la tincion se necesitan los siguientes reactivos:

e Cristal violeta.
e Lugol.

8 HERNANDEZ DURAN Melissa, COLIN CASTRO Claudia Adriana, ORTEGA PENA Silvestre,
CERON GONZALES Guillermo y FRANCO CENDEJADAS Rafael. Las tinciones basicas en el
laboratorio de microbiologia. En: Medi Graphic. vol. 3, no. 1, p. 10-18
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¢ Alcohol acetona.
e Fucsina.
e Aceite de inmersion

Para realizar la tincibn de Gram se inocularon cada una de las cepas en caldo
nutritivo y glucosa, cultivadas por 24 horas, cultivo joven, ya que, los cultivos con
mas tiempo de incubacién dan resultados irregulares’®.

En la figura 10 se observa el procedimiento que se realizé para la coloracion de
Gram.

Figura 10. Procedimiento coloracién de Gram

Adicionar cristal Adicionar Lugol
Se realiza frotis violeta sobre la sobre la muestra,
del muesira , dejar dejar actuar por 1

microorganismo con calor actuar por 1 e et
minuto v lavar

Fijar la bacteria

Adicionar una gota Adicionar o
de aceite de Adicionar alcohol

inmersion y observar Fuscina, dejar acctituona, de;;ar
el portachieto a actuar por 1 actuar por :
100X minuto y lavar segundos y enjuagar

Fuente: elaboracion propia.

Para la coloracién de Gram, primero se preparé un frotis bacteriano, con un asa
metalica, previamente esterilizada y se fij6 en calor la muestra en un portaobjetos.
Luego de fijar la muestra, se cubri6 con cristal violeta y se dejé actuar al colorante
durante 1 minuto, posteriormente a este tiempo se lavd el exceso con agua
destilada, se agregd Lugol durante un minuto y medio mas, formando un complejo
insoluble en agua con el cristal violeta, y se lavé con agua destilada.

Después, se agrego alcohol acetona por medio minuto, para eliminar el complejo
formado con los anteriores tintes, en donde se disolvi6é la membrana externa de
las bacterias Gram negativas, que no retuvieron el complejo formado, por la
delgada capa de peptidoglicano, en contraposicion de las bacterias Gram
positivas que fueron capaces de contener el complejo por su gruesa capa de
peptidoglicano; luego se elimind el exceso de alcohol acetona con agua destilada
y se adicioné fucsina por un minuto como colorante contraste para las bacterias
Gram negativas.

7 SANZ CERVERA, Susana. Op cit. p. 102
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Finalmente, se retird el exceso de colorante contraste, con agua destilada, y se
observo en el objetivo de inmersion del microscopio, en donde las bacterias Gram
positivas se tifien de violeta y las Gram negativas de rosa.

3.1.2 Barrido espectral. Se realiz6 una curva espectral con el fin de establecer
la longitud de onda en la cual la biomasa es capaz de absorber energia de una
forma considerable dentro del rango visible de 500 nm a 700 nm, ya que los
espectros funcionan como huellas dactilares para identificar la sustancia de
interés®o,

Primero se inocularon cada una de las cepas seleccionadas en caldo nutritivo y
glucosa por 24 horas y posteriormente, con un espectrofotometro, se midié la
absorbancia a los medios de cultivo, cada 10 nm, desde 500 nm hasta 700 nm.
En esta longitud de onda hallada se midio la absorbancia para los medios de
cultivo usados en la investigacion.

3.1.3 Preparacion medio de cultivo con pH ajustado. Se emple6 un medio de
glucosa y caldo nutritivo compuesto por glucosa 10 g/L, peptona 2.5 g/L, extracto
de levadura 1.0 g/L, NaCl 2.5 g/L y extracto de carne 0.5 g/L. (ver ANEXO A) con
pH ajustado a 5; esto con el fin de evidenciar el crecimiento de las cepas en un
medio comercial no selectivo empleado en el laboratorio y adaptar las cepas al pH
al que se encuentra el efluente del reactor acidogénico®! .

3.1.5 Curva de calibracion. Con el fin de utilizar el método turbidimétrico para
monitorear el crecimiento bacteriano, utilizando la absorbancia como una medida
rapida y sencilla de la concentracion de la biomasa, se realizé una curva estandar
o de calibracién para relacionar la densidad 6ptica con la densidad de la biomasa.
La biomasa seca se determind como SST (sélidos suspendidos totales) por el
método gravimétrico, reportado por el IDEAM®2, el cual se muestra en el ANEXO
D. Se midi6 directamente al determinar el peso seco de un cultivo microbiano,
determinado como SST o SSV en el medio®. Para determinar los sdlidos
suspendidos totales se usa la Ecuacion 8.

80 DUYMOVICH, Claudio, et al. Espectrofotémetros y Fotocolorimetros: Guia préactica de
actualizacion. En: ACTA BIOQUIMICA CLINICA LATINOAMERICANA. Diciembre, 2005,.vol.
39, no. 4, p. 529-539

8IMORA, Carlos Eduardo. Op cit., p. 55

82 HERNANDEZ, Ana Maria. Sélidos Suspendidos Totales En Agua Secados a 103 — 105 °c.
2007.

83ARNAIZ FRANCO, Carmen; ISAC ORIA, Laura y LEBRATO MARTINEZ, Julian.
Determinacién De La Biomasa En Procesos Biolégicos.| Métodos Directos E Indirectos.
Elsevier, 2000.
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Ecuacién 8. Férmula para determinar solidos suspendidos totales.

(A — B) * 1000
v

55T =

En donde:

SST: Sdlidos Suspendidos Totales, en mg/L

A: Peso final del conjunto (filtro + capsula) con el residuo seco, en mg.
B: Peso inicial del conjunto (filtro + capsula), en mg.

V: Volumen de muestra filtrada, en mL.

La concentracion de biomasa se defini6 como mg de peso seco de células por
mililitro de medio de cultivo.

3.15.1 Obtencion de datos. Para realizar la curva de calibracion se
preparé un medio de 100 mL, compuesto por glucosa y caldo nutritivo, con pH
ajustado a 5.5, el cual contenia 10 mL de inéculo (10% v/v del volumen total®4) en
Erlenmeyer.

Para la preparacion del in6culo se prepararon 10 mL de medio caldo nutritivo y
glucosa en el que estaba contenido la cepa 10 y se dejé incubar a 35°C por
aproximadamente 24 horas en una incubadora con agitacion oscilatorio a 150 rpm.

La realizacion de la curva de calibracién se elaboré con agitacion constante en el
sistema de agitacion axial a 200 rpm, construido en el laboratorio, a una
temperatura de 35 °C, sin control de pH, durante 36 horas.

La determinacion de biomasa por peso seco, se realiz6 tomando muestras por
duplicado de 10 mL de medio de cultivo en tubos de centrifuga. Previamente se
secaron cajas de Petri a 105 °C por dos horas. La biomasa fue filtrada al vacio en
una membrana de celulosa de 0.45um y se llevaron al horno a 105 °C por dos
horas. Para la medicién de la densidad 6ptica se tomaron muestras de 3 mL del
medio de cultivo por duplicado y se midi6 la absorbancia a la longitud de onda
hallada por el barrido espectral. Se usé como blanco glucosa y caldo nutritivo con
pH ajustado.

8 BECERRA MEJIA, Camilo Andrés. Optimizacion De Un Medio De Cultivo Para La Produccién
De Biomasa De La Cepa Pseudomonas Putida UA 44 Aislada Del Suelo Bananero De Uraba
—Antioquia. UNIVERSIDAD EAFIT, 2007. p. 136
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3.1.6 Crecimiento microbiano. Se monitoreo el crecimiento microbiano
empleando el método turbidimétrico, midiendo la absorbancia del cultivo
microbiano a la longitud de onda hallada por el barrido espectral. Posteriormente,
con la curva de calibracion determinada previamente se relacioné la densidad
Optica de las cepas con la concentracion de la biomasa, para asi basados en el
crecimiento de la densidad de la biomasa seleccionar las cepas para la
conformacion del cultivo mixto.

Lo primero que se realizo fue adecuar una incubadora con un sistema de agitacion
axial, elaborado en el laboratorio, el cual trabajo a 300 rpm, siendo este constante
durante todo el tiempo del crecimiento, para favorecer el contacto con el oxigeno.

Para medir el crecimiento de cada una de las cepas, se preparé 80 mL de medio
glucosa y caldo nutritivo con pH ajustado el cual contenia 10 % v/v de in6culo.

Para la preparacion del pre-in6culo se tom6 una muestra de cepa en medio sélido,
con un asa metalica y se adicion6 a 10 mL de medio liquido de glucosa y caldo
nutritivo y se incub6 a 35 °C por 24 horas en una incubadora tipo Shaker con
agitacion oscilatorio a 230 rpm.

3.1.6.1 Obtencion de datos. El cultivo fue incubado a 35°C por 72 horas en el
sistema de agitacion axial a 300 rpm. Al iniciar el proceso se tomaron muestras
de 3 mL de caldo para medir la absorbancia del medio a 570 nm; iniciando en el
momento que se mezcla el indculo con el medio de cultivo, obteniendo 7 muestras
para cada curva de crecimiento microbiano; en total 14. Las muestras eran
tomadas de manera adecuada, en cabina de bioseguridad de flujo laminar para
evitar contaminacion con el exterior, ya que se generaria una posible alteracién
del proceso. Se realiz6 una coloracion de Gram cada 24 horas. Este
procedimiento se realizé para cada una de las cepas por duplicado.

3.2 CRECIMIENTO CULTIVO MIXTO EN MEDIO SINTETICO

De acuerdo a el proyecto desarrollado en la Universidad Antonio Narifio, sobre la
produccion de PHA bajo el concepto de biorrefineria, compuesto por tres etapas
secuenciales, se plantea que la primera etapa correspondiente a la fermentacién
acidogénica, en la que se obtiene una corriente a la salida del reactor acidogénico
rica en AGVs y trazas de melaza sin fermentar®®, corresponda a la corriente de
alimentacion al reactor de acumulacién de PHA, de la tercera etapa; por ello para
estimar los parametros cinéticos del cultivo mixto, conformado por las cepas
seleccionadas previamente, basado en el crecimiento, se empled sustrato
sintético de acido acético en solucion melaza.

85 MORA, Carlos Eduardo. Op cit. p. 55
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En la figura 11 se describe la metodologia para seleccionar la relacion de
sustrato, de un medio sintético conformado por &cido acético en solucién melaza,
basado en el crecimiento del cultivo mixto bacteriano conformado; sobre este
medio se determinaron los pardmetros cinéticos.

Figura 11. Metodologia para la seleccion de la relacion de sustrato de un medio

sintético
Preparar Indculo Curva de Preparar medio acido Monitoreo
del cultivo mixto calibracién acético en solucion dela
melaza biomasa

10% HA, 15%HA, Medicion consumo
2086LHA de sustrato

Fuente: elaboracién propia

3.2.1 Curva de calibracion cultivo mixto. Se realiz6 una curva de calibracion
para el cultivo mixto en el que se determiné el peso seco, se midié la densidad
Optica y se realiz0 la técnica de extension en placa con rastrillo, esta Ultima técnica
se utilizé como un control de la posible deteccién de PHA por medio de la técnica
de tincién en Agar con colorante Rojo Nilo® y también para evidenciar la no
contaminacion por parte de algan microorganismo diferente a los utilizados,
comparando las morfologias macroscépicas, encontradas para las cepas que se
seleccionaron para la conformacion del cultivo mixto.

La biomasa seca se determin6é como SST por el método gravimétrico, reportado
por Méndez®’ el cual se muestra en el ANEXO G; para llevar a cabo el método se
realizaron tres lavados con agua destilada con el fin de retirar cualquier
interferente proveniente de la melaza. La concentracion de biomasa del cultivo
mixto se defini6 como mg de peso seco de células por mililitro de medio de cultivo,
se realiz6 empleando la ecuacién 8.

Para determinar la biomasa del cultivo mixto se emple6é una metodologia distinta
a la empleada en la seccién 3.1.4, debido a que el equipo necesario para realizar
la filtracion al vacio presentd un dafio y por ello se tuvo que implementar una
metodologia que no hiciera uso de este.

8 BELLO GIL, Daniel y BRAND,Helmut. Seleccién de bacterias productoras de PHA. En:
ICIDCA. Sobre los derivados de la cafia de azucar. 2007. vol. 41, no. 2, p. 10-18

87 MENDEZ REYES, Daniel Alexander. Modelamiento matematico y optimizacion del proceso
de produccién de polihidroxialcanoatos empleando la bacteria burkholderia cepacia B27 a partir
de &cidos grasos. Universidad Nacional de Colombia, 2016. p. 137
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3.2.1.1 Obtencion de datos. Para realizar la curva de calibracion se
prepar6 un medio de 350 mL, compuesto por melaza a una concentracion de 1600
mg DQOIJL, con pH ajustado a 5.5, el cual contenia 10 mL de inéculo (10% v/v del
volumen total®®) en Erlenmeyer. Este indculo contenia las cepas seleccionadas
para la conformacion del cultivo mixto en una relaciéon 1:18° Se dejé incubar a
35°C por aproximadamente 30 horas en el sistema de agitacion, construido en el
laboratorio, con agitacion axial constante a 300 rpm, sin control de pH.

Para la preparacion del in6culo se prepararon 50 mL de medio caldo nutritivo y
glucosa para cada una de las cepas por separado en el que para cada uno estaba
contenida las cepas seleccionadas para la conformacion del cultivo mixto. Se dej6
incubar a 35°C por aproximadamente 24 horas en el sistema de agitacion,
construido en el laboratorio, con agitacion axial constante a 300 rpm.

La determinacion de biomasa por peso seco, se realiz6 tomando muestras por
triplicado de 5 mL de medio de cultivo en tubos de centrifuga, los cuales fueron
centrifugados a 4500 rpm durante 10 minutos; luego se descart6 el sobrenadante,
correspondiente al medio, que puede causar interferencias y se resuspendio la
biomasa en agua destilada hasta alcanzar el volumen inicial, se realizo el lavado
dos veces mas y posteriormente se llevo la muestra al horno, previamente se
secaron cépsulas de porcelana a 105 °C por 24 horas.

Para la medicién de la densidad 6ptica se tomaron muestras de 3 mL del medio
de cultivo y se midi6 la absorbancia a 570 nm. Se usé como blanco la melaza a
1600 mg DQO/L con pH ajustado.

Para la técnica de extension en placa con rastrillo se utilizé6 un medio, empelado
en el laboratorio, conformado por, glucosa 10 g/L, peptona 2.5 g/L, extracto de
levadura 1.0 g/L, NaCl 2.5 g/L, extracto de carne 0.5 g/L, agar 15 g/L. pH 7.0+ 0.1
y 500 uL de colorante rojo de Nilo al medio (cantidad para 1L de medio) (ANEXO
A).

Una vez estéril el medio se adiciond en cajas de Petri en cabina de flujo laminar y
se esperd a que este se gelificara para realizar la siembra. Paralelamente en tubos
de falcén se agregaron 9.9 mL de solucion salina al 0.85% y 0.1 mL de muestra
del medio contenida en el Erlenmeyer, correspondiente a la dilucion 102
posteriormente se toma 0.1 mililitro de la dilucién 102 y se agrega en un segundo
tubo con 9.9 mL de solucién salina al 0.85%, correspondiente a la dilucién 104, y
asi sucesivamente con todos los tubos hasta llegar a la dilucién requerida.

88 BECERRA MEJIA, Camilo Andrés. Op cit. p. 136

8 BHATIA, Shashi Kant, et al. Engineering of artificial microbial consortia of Ralstonia eutroPHA
and Bacillus subtilis for poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) copolymer production
from sugarcane sugar without precursor feeding. En: Bioresource Technology. Jun. vol. 257, p.
92-101.
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3.2.2 Preparacion medio sintético de 1600 mg DQO/L. El grupo de
investigacion GRESIA de la Universidad Antonio Narifio, como ya se ha
mencionado, tiene un proceso para la produccion de PHA bajo el concepto de
biorrefineria, en el que se ha propuesto que la primera etapa acidogénica
(productora de AGV con trazas de azlcares) sea el sustrato de los
microorganismos de la segunda y tercera etapa correspondiente a la seleccién de
las bacterias acumuladoras de PHA y la acumulacion de PHA, respectivamente.

Por lo anterior, se prepararon tres medios sintéticos de acido acético en solucion
melaza, cuyos valores se obtuvieron en la corriente de salida de tres reactores
acido génicos con los que trabajé el autor Mora®, en el grupo de investigacion
GRESIA de la universidad Antonio Nariiio. Cada uno de los biorreactores fueron
alimentados con melaza a una concentracion de 2000 mg DQO/ L, obteniendo
una conversion en la DQO de 20%, 40% y 30% de DQO en acidos grasos volatiles,
en donde, 10%, 15% y 20% correspondian a acido aceético, respectivamente; por
lo que con estos porcentajes de concentracion de DQO de H Ac. Se prepararon
los medios sintéticos de acido acético en solucion melaza, teniendo en cuenta una
DQO de 1600 mg/L, puesto que la concentracion actual de la corriente compleja
de salida del reactor acidogénico se encuentra entre los valores de 1500 a 2000
mg DQO/L®?,

Se selecciono el acido acético ya que como se menciond en la seccion 2.2.2, en
cultivos microbianos mixtos aerdbicos alimentados con este AGV, el autor
Johnson obtuvo un 89% de acumulacion de PHA.

3.2.2.1 Cantidades de melaza y acetato para la preparacion de los
sustratos. Para la preparacion de la melaza se utilizé la relacion de la
concentracion de melaza establecida en por el laboratorio, correspondiente a 2.72
g/L para una DQO de 2000 mg/L%.

Por otro lado, para la preparacion del acetato de sodio se establecié una relacion
de concentracion del acetato de sodio, midiendo la DQO de un gramo de acetato
de sodio, aforado en un bal6n volumétrico, con agua destilada a 1L. Finalmente
con la relacién hallada de DQO para 1 g acetato/ L, se prepararon las
concentraciones de 4cido acético en los medios sintéticos.

% MORA, Carlos Eduardo. Op cit. p. 55

91 FONSECA AMAYA, Liseth Camila y SANCHEZ BEDOYA, Maria Fernanda. Evaluacion de
la influencia del sustrato principal (acido acético y acido acético/ melaza) en la selecciéon de
cultivo

mixto de bacterias acumuladoras de PHA, en un reactor airlift . Fundacion universidad de
ameérica, 2019. p. 122.

92 ORTEGON VELANDIA, Maria Fernanda. Evaluacion del potencial acidogénico para
produccion de acidos grasos volatiles (agv) a partir de lixiviados de los residuos sdlidos
orgéanicos, como plataforma de biorefineria. Universidad Santo Tomas, 2016. p. 84.
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En la tabla 6 se presenta la cantidad de melaza y acetato para cada porcentaje
de DQO, para cada uno de los medios sintéticos, para un volumen de 400 mL.

Tabla 6. Cantidad de melaza y Acetato para una DQO total de 1600 mg/L
PORCENTAJE mg DQOJ/L CANTIDAD mg DQOJ/L CANTIDAD

DE MELAZA | EQUIVALENTE DE EQUIVALENTE DE
MELAZA MELAZA ACETATO ACETATO
(9) (9)
90% DQO 1440 0.783 160 0.01226
85% DQO 1360 0.7398 240 0.02758
80% DQO 1280 0.696 320 0.04904

Fuente: elaboracion propia.

Para cada uno de los medios, se agregan los componentes en agua destilada
para hidratarlos, y se disuelven en la mezcla; posteriormente los medios de cultivo
fueron esterilizados en autoclave durante 30 minutos a 20 Psiy 121 °C.

> Curva de calibracion DQO. Para el seguimiento del consumo de sustrato
se midié la DQO del medio, cuantificando la cantidad de oxigeno requerido para
oxidar la materia organica en la muestra®3. Se empled esta técnica para realizar
un monitoreo a las fuentes de carbono presentes en el medio, melaza y &cido
acetico.

Para la medicion del consumo de sustrato en los medios sintéticos, no se
monitoreo las fuentes de carbono por separado, debido a que para realizar el
seguimiento a el consumo de AGV’s, empleando las técnicas usadas en el
laboratorio correspondientes a la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC)®* y titulacién de AGV’s®, se presentaron inconvenientes, la columna
cromatografica del equipo se encontraba dafiada, y no se tenia la cantidad
necesaria de reactivo para llevar a cabo el muestreo, respectivamente. Por otro
lado, para el monitoreo de los azucares reductores presentes en la melaza, para
realizar la técnica DNS®, no se tenian los reactivos (acido 3,5 dinitrosalicilico)
para llevar a cabo la técnica; es por ello que Unicamente se midi6é la demanda
quimica de oxigeno®’.

93 RODRIGUEZ, Carlos Hernan; COY, Gustavo Alfonso y DUQUE, Marta Helena. Informes de
Prevalidaciéon de la Demanda Quimica de Oxigeno, Técnica Volumétrica — Método de Reflujo
cerrado. IDEAM. Bogota D.C. 2017

94 MORA, Carlos Eduardo. Op cit. p. 55

9% FONSECA AMAYA, Liseth Camila y SANCHEZ BEDOYA, Op cit. p. 122.

9% FAJARDO CASTILLO, Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO, Sandra Constanza. Op
cit. p. 120.

97 ORTEGON VELANDIA, Maria Fernanda. Op cit. p. 84
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La curva de calibracion para la medicion de DQO, fue realizada siguiendo una
adaptacion del standard methods 5220D de reflujo cerrado/colorimetria,
denominada “Estandarizacion y validacion de una técnica para medicién de la
demanda quimica de oxigeno por el método colorimétrico”. (Curva de calibracién
presentada en el ANEXO L).

La curva de calibracion se realizo con el fin de determinar las concentraciones de
DQO de las muestras extraidas de los medios sintéticos de &cido acético en
solucion melaza, por medio de la medicion de la densidad éptica de la muestra,
para asi analizar el consumo de sustrato y observar cual relacion de sustrato tiene
mejor rendimiento con respecto a la biomasa

El resultado de esta curva dio un coeficiente de correlaciéon (R?) igual a 0.9876,
por lo cual se puede afirmar que la preparacién del reactivo y las soluciones patrén
de biftalato de potasio se realizaron de manera adecuada.

3.2.3 Crecimiento microbiano del cultivo mixto en medio sintético. Para
realizar la curva de crecimiento microbiano del cultivo mixto se prepar6é un medio
de 400 mL, compuesto por acido acético en solucién melaza al 10%, 15% y 20%
respectivamente con respecto a una concentracion total de 1600 mg DQOIL, con
pH ajustado a 5.5, el cual contenia 10 mL de pre-indculo (10% v/v del volumen
total) en Erlenmeyer. El pre-inéculo contenia las cepas seleccionadas para la
conformacion del cultivo mixto, en una relacién 1:1,

Para la preparacion del pre-inéculo se prepararon 50 mL de medio caldo nutritivo
y glucosa para cada una de las cepas seleccionadas para conformar el cultivo
mixto en el que para cada medio estaba contenida cada una de las cepas
seleccionadas. Se dejé incubar a 35°C por aproximadamente 24 horas en el
sistema de agitacion, construido en el laboratorio, con agitacion axial constante a
300 rpm.

Los medios de cultivo del cultivo mixto se dejaron incubar a 35°C por
aproximadamente 72 horas en el sistema de agitacion, construido en el
laboratorio, con agitacion axial constante a 300 rpm, sin control de pH. Para cada
medio de cultivo se midi6 la densidad optica, el pH, se determiné el consumo de
sustrato, se realizé la técnica de extension en placa con rastrillo y se realizo la
deteccion de PHA por medio de la técnica de Negro de Sudan en solucidon
alcohdlica. Cada una de estas mediciones se realiz6 cada 12 horas.

98 BHATIA, Shashi Kant, et al. Engineering of artificial microbial consortia of Ralstonia eutroPHA
and Bacillus subtilis for poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) copolymer production
from sugarcane sugar without precursor feeding. Op cit,. p. 92-101.
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Para monitorear el crecimiento microbiano del cultivo mixto se emple6 el método
turbidimétrico, por lo que se midio la densidad 6ptica del medio de cultivo a 570
nm cada 12 horas. Se us6 como blanco el medio de cultivo de acido acético en
solucion melaza al porcentaje de DQO utilizado, teniendo en cuenta una
concentracion total de 1600 mg DQO/L con pH ajustado.

Para detectar la acumulacién de PHA se empled la técnica de extension en placa
con rastrillo utilizando un medio empleado en el laboratorio conformado por,
glucosa 10 ¢g/L, peptona 2.5 g/L, extracto de levadura 1.0 g/L, NaCl 2.5 g/L,
extracto de carne 0.5 g/L, agar 15 g/L. pH 7.0 £ 0.1 y 500 pL de colorante rojo de
Nilo al medio (cantidad para 1L de medio) (ANEXO A). Para realizar la siembra
en el medio gelificado se realizaron diferentes diluciones y se escogi6é una dilucion
adecuada para sembrar por triplicado.

Se empled la técnica de Negro Sudan como una técnica de control para la
deteccion semi-cualtitativa del PHA®®, para ello se tomé 1 mL del medio de cultivo
por triplicado se adicioné en un tubo eppendorf, se centrifugé la muestra, se
realiz6 un lavado con agua destilada, para eliminar trazas de del medio de cultivo
y se suspendio en 400 uL de Negro de Sudan B 0.3% (SB) para luego ser
introducidas en la incubadora a agitacion constante de 230 rpm por 20 minutos a
35°C; posteriormente se centrifugd la muestra y se realizaron tres lavados con
agua destilada para eliminar el SB no fijado por las células. Finalmente, se
suspendio el pellet de células que fijaron el SB en 1 mL de agua destilada, se
homogeniz6 con ayuda del vortex, se realiz6 una dilucion 1:9 y se midio la
densidad 6ptica a 580 nm.

Por otro lado, para medir el consumo de sustrato se empled el método colorimético
DQO, para ello se tomaron muestras cada 12 horas hasta transcurridas 72 horas
y se midi6 la DQO por duplicado (se realizaron diluciones 1:2).

99 PORRAS, Mauricio A.; VILLAR, Marcelo A. y CUBITTO, Maria A. Op cit p. 28-32
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4 RESULTADOS

4.1 CONFORMACION DEL CULTIVO MIXTO

Para la conformacién del cultivo mixto se siguié la metodologia encontrada en la
figura 9, en donde, se reactivaron las cepas, se realiz6 un barrido espectral, se
hizo una curva de calibracion para relacionar el peso seco de la biomasa con la
absorbancia del medio de cultivo y se monitoreo el crecimiento de la biomasa por
el método turbidimétrico. A continuacién, se presentan los resultados.

4.1.1 Reactivacion de las cepas. Se realiz6 una caracterizacibn macroscopica y
microscopica para verificar condiciones de axenidad a lo largo de la
experimentacion y

4.1.1.1 Caracterizacion macroscopica. Se realiz6 una caracterizacion
macroscopica con el fin de garantizar que las cepas reactivadas tengan una unica
morfologia, es decir, sean cultivos axénicos, y también para identificar cada cepa
bacteriana. En el cuadro 1 se puede observar la descripcion de la morfologia
macroscopica (superficie, forma y borde) de las cepas que presentaron
crecimiento. En las cepas 5y 7 no se evidencié crecimiento transcurridas 72 horas
por lo que estas cepas fueron descartadas en el proyecto de investigacion por lo
gue se trabajoé con once cepas.

Cuadro 1. Caracterizacidbn macroscépica de las colonias en Agar Nutritivo y Glucosa.

< | Tiempo en que se [Superficie Forma Borde

Q.| evidencia crecimiento

@)
72 Convexa Puntiforme

1 Redondeado
72 Plana convexa Irregular y ondulado

2 puntiforme

3 124 Palpitada Irregular Ondulado

4 24 Plana Puntiforme y Lobulado

rizada

5 | NO SE EVIDENCIO CRECIMIENTO

6 24 [Convexa Puntiforme [Ondulado

7 | NO SE EVIDENCIO CRECIMIENTO

8 48 Umbilicada Circular Redondeada

9 448 Convexa Circular Ondulado

10 72 Plana convexa Circular Redondo

11 24 Plana Irregular Ondulada

12 48 Plana convexa Puntiforme Redondeada
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Cuadro 1. (Continuacion)

Tiempo en que se  [Superficie Forma Borde
< | evidencia crecimiento
13 48 Convexa Circular Regular

Fuente: elaboracion propia.

4.1.1.2 Caracterizacion microscopica.
microscépica para garantizar que las cepas reactivadas tengan una Unica
morfologia, es decir, sean cultivos axénicos, y también para identificar cada cepa
bacteriana. En la tabla 7 se realiza una descripcién microscopica de la morfologia,
encontrada a un aumento de 100x, en donde se describe la forma, la agrupacion
y su clasificacion en Grampositivas o Gramnegativas segun la estructura de su
pared celular basados en la coloracion por medio de la tincion de Gram,

metodologia seccion 3.1.2.

Se

realizO una caracterizacion

Tabla 7. Caracterizacion microscépica de las colonias en Agar Nutritivo.

Clasificacion segun la ) )
tincion de su pared Morfologia [Morfologia
colonial colonial
Foto de cepa celular ] ]
bacteriana | bacteriana
forma agrupacion
g Gram Gram
Q positivas negativas
1
Bacilos | Duplas
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Tabla 7. (Continuacion)

Morfologia [Morfologia

Gram Gram colonial colonial
@ [Foto de cepa " : i ;
o positivas negativas | bacteriana | bacteriana
O Agrupacion @grupacion
2
X Bacilos Duplas
3
X
4

Bacilos | Empalizadas
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Tabla 7. (Continuacion)

Morfologia  [Morfologia
Gram Gram colonial colonial
Foto de cepa " , i i
positivas  |negativas bacteriana | bacteriana
Agrupacién  @agrupacion

Cepa

Empalizadas

en minoria e
cadenay

X duplas

Bacilos

Cadenay en
minoria en
forma de
estrella

Bacilos

Bacilos Duplas
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Tabla 7. (Continuacion)

- Morfologia Morfologia
S .. |Gram colonial colonial
GJFoto de cepa Gram positivag . : i
negativas | bacteriana bacteriana
Agrupacién  jagrupacion
Bacilos Empalizadas
X
X Bacilos En forma de
estrella
X Bacilos Cadena
Bacilos Cadena
X

Fuente: elaboracion propia
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4.1.2 Barrido espectral. Se realizé una curva espectral, procedimiento seccion
3.1.3 para cuatro cepas seleccionadas aleatoriamente; por practicidad se
selecciono esta cantidad de cepas, ya que, se tuvo una limitacion de los reactivos
de los medios de cultivo, debido a que se trabajaron once cepas. Ademas, para
realizar el seguimiento del crecimiento de los microorganismos de un cultivo mixto
se debe seleccionar una longitud de onda determinada®®.

En la tabla 8 se presentan los datos obtenidos del barrido espectral.

Tabla 8. Datos del barrido espectral para las cepas de trabajo

LONGITUD DE AMPLITUD
ONDA( %) CEPA 3 CEPA 9 CEPA 12 CEPA 13

500 0.144 0.125 0.111 0.156
510 0.137 0.148 0.109 0.152
520 0.132 0.106 0.103 0.148
530 0.125 0.103 0.096 0.137
540 0.121 0.105 0.098 0.135
550 0.235 0.1 0.093 0.125
560 0.511 0.096 0.433 0.127
570 0.128 0.098 0.094 0.13
580 0.111 0.087 0.615 0.128
590 0.106 0.087 0.081 0.12
600 0.084 0.087 0.07 0.112
610 0.099 0.082 0.078 0.123
620 0.097 0.086 0.082 0.115
630 0.093 0.077 0.077 011
640 0.091 0.073 0.081 0.107
650 0.09 0.071 0.069 0.101
660 0.089 0.071 0.076 0.1

670 0.083 0.067 0.063 0.099
680 0.084 0.057 0.069 0.1

690 0.081 0.238 0.064 0.094
700 0.109 0.065 0.064 0.093

Fuente: elaboracion propia

4.1.3 Curva de calibracion. Para la curva de calibracion se seleccioné la cepa
10, aleatoriamente, por motivos de practicidad, debido a que se dispone de once

100 NUNEZ ZEPEDA, Miguel. Estandarizacion y evaluacion de técnicas Analiticas para medir
el crecimiento de un cultivo mixto para biolixiviacion de minerales. Universidad de Sonora,
2016. p. 74.
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cepas y una limitacion de material como lo fue la membrana de celulosa usada al
momento de filtrar la biomasa.

Con la curva de calibracién realizada se expreso la absorbancia de los medios de
cultivo para cada una de las cepas, en términos de concentracion celular (mg/L)
para reportar los datos hallados en unidades del sistema internacional,
procedimiento seccion 3.1.5. En la tabla 9 se presentan un promedio de los datos
medidos experimentalmente de peso seco y densidad optica. En el ANEXO E se
encuentran los datos con los duplicados correspondientes.

Tabla 9. Datos experimentales de densidad éptica y pesos seco

Cepa 10
N© Wf-Wo AW AW Abosrbancia
muestra (g) {mg) (mg/mL) A 570 nm
1 0,0018 1,8 0,18 0,071
2 0,0023 2,3 0,23 0,103
3 0,0046 4,6 0,46 0,356
4 0,0054 54 0,54 0,368
5 0,0099 9.9 0,99 0,727

Fuente: elaboracién propia

4.1.4 Crecimiento microbiano. Se realizaron curvas de crecimiento para cada
una de las cepas, segun el procedimiento de la seccion 3.1.5.; basados en el
crecimiento se seleccionaron las cepas que conformaron el cultivo mixto. En la
tabla 10 se encuentran un promedio de datos obtenidos experimentalmente
expresados en mg/L. En el ANEXO F se encuentran los datos con los duplicados
correspondientes.

Tabla 10. Datos experimentales de la concentracion de la biomasa

TIEMPO (h)/
cEPas 0 6 1 24 30 48 54 7
- 1 114,64 12571 405,36 1081,79 1488,21 2857,14 2294,46 1891,07
Eﬂ 2 187,85 279,64 370,36 541,07 729,64 600 480 289,29
. 3 151,43 21929 428,93 616,07 772,14 110821 1525,71 995
% 4 86,79 107,14 312,14 665 1016,43 1974,64 1903,93 2090,36
g 6 86,07 108,21 332,86 731,07 1032,14 123321 1283,93 1691,79
9 8 114,29 12357 333,57 652,14 380,71 1026,96 1061,25 990
.;:_‘ 9 141,43 153,93 2825 424,64 682,5 1168,93 1341,9 1066,07
g 10 67,8 79,29 178,93 336,07 468,21 1797,36 1635 705
8 1 120,36 156,07 278,57 420 810,36 966,43 1143,75 857,14
12 200,36 212,86 500,36 695,71 1183,57 1602,14 1440,89 1279,64
13 1175 137,86 405,71 923,93 1136,79 1647,5 1633,21 1521,73

Fuente: elaboracion propia.
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4.2 CRECIMIENTO CULTIVO MIXTO

4.2.1 Curva de calibracion del cultivo mixto. Para la curva de calibracion de
cultivo mixto se sigui6 el procedimiento de la seccién 3.2.1. Para, al igual que la
curva de calibracion para la conformacion del cultivo mixto, relacionar la
absorbancia con el peso seco del cultivo mixto. En la tabla 11 se presentan un
promedio de los datos medidos experimentalmente de peso seco y densidad
optica. En el ANEXO N se encuentran los datos con los duplicados
correspondientes.

Tabla 11. Datos experimentales de densidad éptica y peso seco

L . PROMEDIO | PROMEDIO | PROMEDIO
W inicial (g)| W final (g) AW (g) D.O
AW(g) AW(g)/ml | AW(mg)/L

0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0 0,0000

25,6861 89,6364 0,0008
89,4529 89,4559 0,0031 0,0021 0,0004 415,6 0,1320
32,4411 32,4434 0,0023
92,7262 92,7304 0,0042
90,9674 90,9721 0,0047 0,0042 3,0000 846,7 0,2243
88,6581 88,6619 0,0038
90,4230 90,4291 0,0061
91,6433 91,6502 0,0069 0,0063 4,0000 1253,3 0,3003
82,3845 82,3903 0,0058
25,6861 25,6952 0,0091
20,0048 20,0135 0,0087 0,0091 5,0000 1813,3 0,4047
23,0044 23,0138 0,0094
94,1350 94,1451 0,0100
85,8121 85,8257 0,0136 0,0134 6,0000 2672,7 0,5697
94,8548 94,8712 0,0164
29,8075 29,8231 0,0156
32,8179 32,8324 0,0145 0,0156 7,0000 3120,0 0,6250
30,7374 30,7541 0,0167
Fuente: elaboracion propia

4.2.1.1 Deteccion probable PHA por tincién Agar rojo Nilo. Para la curva de
calibracion del cultivo mixto se realizé un seguimiento de la deteccion probable de
PHA por medio de la técnica de tincion en Agar rojo Nilo por duplicado para dos
diluciones seleccionadas. En el cuadro 2 se presentan las extensiones en placa
realizadas para el medio de cultivo cada 12 horas.
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Cuadro 2. Deteccion probable de PHA por tincion Agar rojo Nilo para la curva de
calibracion del cultivo mixto.

Curva de calibraciéon 1

Tiemp Imagen
0

Diluciéon 1 Dilucién 2

TO

T1

T2

T3

T4
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Cuadro 3. (Continuacion)

Curva de calibracion 1

Tiempo Imagen

Dilucion 1 Dilucién 2

Fuente: elaboracién propia
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4.2.2. Crecimiento microbiano del cultivo mixto en medio sintético. Para le
crecimiento microbiano del cultivo mixto en medio sintético se siguid el
procedimiento de la seccion 3.2.3, en el que se siguio el crecimiento microbiano
por medio del método turbidimétrico, se realizé un seguimiento al pH, se cuantificé
el consumo de sustrato y se realiz6 una deteccion probable del PHA por las
técnicas de Agar rojo Nilo y Tincion negro de Sudan.

En las tablas 12, 13 y 14 se encuentran promedios de los datos para cada uno de
los medios correspondiente a los medios sintéticos de 10%, 15% y 20% de H.Ac
en solucion melaza, respectivamente; en donde, se encuentran datos de biomasa,
consumo de sustrato, seguimiento de pH y datos semicualitativos de acumulacion
de PHA representados en absorbancia.

Tabla 12. Resumen de datos obtenidos en el medio sintético 1-10% H.Ac en solucion
melaza

MEDIO 1- 10% H.Ac en solucién melaza

Tiempo (h) X (mg/L) Consumo pH Acumulacion cualitativa

sustrato (mg de PHA Negro Sudan
DQOIL)

0 630 1697.7 5.47 0.060

12 885 1673.6 4.99 0.129

24 1085 1653.6 4.99 0.189

36 1675 1624.7 5.07 0.192

48 1945 1620.2 4 0.261

60 2105 1618 4.3 0.200

72 1895 1616.7 4.46 0.169

Fuente: elaboracion propia

Tabla 13. Resumen de datos obtenidos en el medio sintético 2- 15% H.Ac en solucion
melaza

MEDIO 2-15% H.Ac en solucion melaza

Tiempo (h) X (mg/L) Consumo de pH Acumulacién
sustrato (mgDQO!/I cualitativa de PHA

Negro Sudan

0 585 5.46 0.0723

12 1125 1650.2 4.92 0.1513

24 2390 1595.8 5.47 0.1476

36 2990 1570.2 5.52 0.1393

48 3225 1559.1 6.37 0.2696

60 3685 1539.0 7.32 0.2766

72 3450 1535.8 6.26 0.2836

Fuente: elaboracion propia
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Tabla 14. Resumen de datos obtenidos en el medio sintético 3- 20% H.Ac en solucion
melaza

MEDIO 3-20% H.Ac en solucion melaza

Tiempo (h) X (mg/L) Consumo de pH Acumulacién
sustrato (mgDQO!/I cualitativa de PHA
Negro Sudan
0 610 1649.1 5.49 0.06066667
12 985 1624.7 5.02 0.08533333
24 2025 1555.9 5.29 0.15333333
36 2820 1522.4 5.33 0.17366667
48 2880 1517.9 6.05 0.268
60 3260 1510.8 6.4 0.12366667
72 3210 1507.6 7.4 0.23

Fuente: elaboracién propia

4.2.2.1 Muestreo de medios sintéticos. Para las curvas de crecimiento
microbiano del cultivo mixto para cada uno de los medios 10%, 15% y 20% de
H.Ac en solucién melaza se realizdé un seguimiento de la deteccion probable de
PHA por medio de la técnica de tincion en Agar rojo Nilo por triplicado En el
cuadro 3 se presentan las extensiones en placa realizadas para el medio de
cultivo cada 12 horas.

Cuadro 4. Extensiones en placa para los medios sinteticos 10%, 15% y 20% H.Ac
en solucion melaza.

Cultivo mixto

Tiempo| Imagen acetato 10%

T0
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Cuadro 3. (Continuacion)

T1

T2

T3

T4

T5
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Cuadro 3. (Continuacion)

T6

TIEMPO IMAGE ACETATO 15%
T0 > k1 =N

T2

T3

T4
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Cuadro 3. (Continuacion)

T5

T6

TIEMPO | IMAGEN ACETATO 20%
T0

T2

T3
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Cuadro 3. (Continuacion)

T4

T5

T6

Fuente: elaboracion propia.

En el cuadro 3 se pudo observar que el cultivo mixto conformado por las cepas
1, 4, 6, 10 y 13 muestran las morfologias que se describieron en la seccién
4.1.1, denominada caracterizacibn macroscépica. Ademas, se pudo observar
gque hubo colonias que pigmentaron de rosado, al encontrarse en un medio de
agar rojo nilo, por lo que se puede detectar la posible presencia de PHA.
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5. ANALISIS DE RESULTADOS
51 CONFORMACION DEL CULTIVO MIXTO

5.1.1 Reactivacion de las cepas. Se realizo la reactivacion de las cepas en agar
nutritivo con glucosa observando la aparicion de colonias entre las 24h a 72h a
excepcion de las cepas 5y 7, en las que no se observoé crecimiento, por lo tanto,
estas dos cepas no se tuvieron en cuenta para el presente estudio, como se
menciono en el capitulo anterior (seccidon 4.1.1).

Para la reactivacion de las cepas, se establecieron las caracteristicas de las
morfologias macroscoépicas, evidenciados en el crecimiento en caja de Petri, y
microscopicas, establecidas por medio de la tincion de Gram de cada una de las
cepas, a fin de corroborar las morfologias establecidas en estudios previos y
también para de forma rdpida y sencilla controlar que las cepas no presentaran
contaminacion.

Enla seccion 4.1.1 se presentan los resultados obtenidos experimentalmente, en
los que se pudo establecer que las caracteristicas obtenidas son las mismas a las
gue se encontraban en investigaciones previas de las cepas.

Por medio de las caracteristicas microscopicas obtenidas al realizar la tincion de
Gram se evidencié que las cepas en su totalidad corresponden a bacilos.
También, se observo que las cepas 3, 4 y 6 son bacilos Gram negativas por lo
que presentan un inconveniente para la produccién de PHA con aplicaciones
biomédicas, ya que, las bacterias Gramnegativas contienen lipopolisacaridos
(LPS), endotoxinas en la membrana celular externa, que puede co-purificarse con
polimero PHA crudo durante el proceso de extraccion'®t . Los LPS pueden ser
eliminados por medio de tratamientos para el polimero PHA como tratamiento con
agentes oxidantes, con disolventes o0 con extraccién de solventes, pero esto
conlleva a un aumento del costo de producciébn y ademas cambios en las
propiedades del biopolimero por lo que las cepas Gram negativas obtenidas no
son recomendables para uso en aplicaciones biomédicas del PHA?,

101 Giin-Yu Amy Tan, et al. Start a Research on Biopolymer Polyhydroxyalkanoate (PHA): A
Review. Basel: MDPI AG, 2014.vol 6. no 6. p. 706-754

102 |pid., p. 706-754
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5.1.2 Barrido espectral. A partir de los datos obtenidos en la Tabla 8, se
construye la Gréfica 1, en donde se evidencian los picos de absorbancia maxima
para las cepas seleccionadas aleatoriamente 3, 9, 12 y 13. Como se pudo
observar la longitud de onda a la que se obtiene el mayor pico de absorbancia
para cada cepa varia, por lo que se calcul6 una longitud de onda promedio entre
los picos de absorbancia maximos hallados de forma experimental, obteniendo
una longitud de onda promedio de 570 nm, en la que no se favorece la medicion
de la absorbancia de alguna cepa sobre otra.

Como se mencion6 en la seccién 4.1.2 se debe seleccionar una longitud de onda,
para al momento de conformar el cultivo mixto microbiano, medir la absorbancia
del medio de cultivo, es por ello que se determiné la longitud de onda promedio
en la que van a ser medidas cada una de las cepas y el cultivo mixto, como lo hizo
el autor Martinez!%, quien realiz6 una investigacion en la produccién de PHA
empleando cultivos mixtos microbianos, determinando una longitud de onda
promedio para llevar a cabo la medicién de la densidad 6ptica del medio en el que
se encontraba inoculado el cultivo mixto microbiano y asi realizar un seguimiento
en el crecimiento.

En una basqueda en literatura de la longitud de onda a la que se registran los
bacilos acumuladoras de PHA se encontr6 que para la cepa USBA 355 Tistlia
consotensis, productora de incrustaciones citoplasmaticas de PHA, se estableci6
la curva de crecimiento midiendo la densidad Optica a una longitud de onda de
580 nm, reportado por el autor Blanco.'%* En otro estudio, realizado sobre la cepa
Cupriavidus necator NCIMB 11842, en el que se evaluaron diferentes
concentraciones de glicerol como fuente de carbono para producir PHA, se midi6é
la produccion de biomasa registrada a través de la medida de la absorbancia del
medio a 600nm*%.Por lo tanto, se puede observar que la longitud de onda
determinada se encuentra cercana a los valores que se reportan en literatura.

En la longitud de onda hallada, 570 nm, se tomo lectura de la cantidad de luz
absorbida por los bacilos en el medio.

103 MARTINEZ, Guadalupe. Produccion de plasticos biodegrdables en bacterias. Universidad
de la republica. 2013. P.226

104 BLANCO MARIN Karina. Deteccion De Granulos De Polihidroxialcanoatos En La Cepa
USBA 355 Tistlia Consotensis. Pontificia Universidad Javeriana, 2010. p 36

105NARANJO VASCO, Javier Mauricio. Op cit. p. 127
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Gréfica 1. Curva espectral para las cepas 3, 9,12y 13.
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Fuente: elaboracién propia

5.1.3 Curva de calibracién. Se realizé una curva de calibracién con el fin de
representar las cepas bacterianas en términos de masa seca microbiana midiendo
la absorbancia del medio de cultivo a 570 nm y hallando el peso seco por método
gravimétrico, por duplicado.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 9, se construye la grafica 2, en donde
se puede observar la curva de calibracién obtenida experimentalmente en la cual
se muestra la relacién entre la absorbancia y peso seco presentada con su
respectiva ecuacion lineal, la cual servira para poner la absorbancia en términos
de concentracion de la biomasa.

92



Gréfica 2. Curva de calibracién cepa 10.

Curva de Calibracion
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Fuente: elaboracién propia
La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Ecuacion 9. Ecuacion de curva de calibraciéon

T
Y(Abs) = 0.0007 = X{Tﬂj

Utilizando esta ecuacion se puede determinar, mediante medidas de absorbancia,
el peso seco.

Por medio del coeficiente de correlacion lineal de 0.9725 se puede afirmar que los

puntos de dispersion en la grafica se ajustan a una regresion lineal y por tanto los
datos guardan una correlacion directamente proporcional.
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5.1.4. Curvas de crecimiento microbiano. Se establecieron las curvas de
crecimiento para cada una de las cepas expresadas en concentracion de masa
seca determinado mediante una curva de calibracion para relacionar peso seco
de las bacterias con medidas de absorbancia; esto con el fin de seleccionar las
cepas, que basadas en el crecimiento, conformaran el cultivo mixto microbiano
sobre el cual se evaluara el sustrato sintético de acido acético en solucion melaza.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 10, se construye la grafica 3, en donde
se puede observar como es el cambio de la concentracion de la biomasa en
funcién del tiempo determinado experimentalmente para cada cepa.

Como se puede observar algunas cepas tuvieron mayor crecimiento frente a otras
por lo que se dividio la grafica en dos grupos para un mejor analisis, en donde se
presentan las curvas con comportamiento de mayor crecimiento (grafica 4) y otra
grafica en donde se encuentran las curvas con comportamiento de menor
crecimiento (grafica 5).

Para las curvas de crecimiento para cada una de las cepas (grafica 3) No se
presentdé fase de adaptacion a las condiciones del medio que los rodeaba
probablemente a que los pre-inéculos y el medio del indculo de las cepas estaban
sembrados en el mismo medio compuesto por agar nutritivo y glucosa, cultivado
por 24 horas (medio de cultivo joven) y esto probablemente provocé que no se
observara fase de latencia.

Sin embargo hubo una alteracion en las condiciones de crecimiento que
posiblemente conllevaria a una fase de latencia corta en el que el microorganismo
adaptara el pH externo con respecto al intracelular®®, ya que se requeria que las
cepas crecieran a un pH de 5, el pH del inéculo se ajustd a 5.5 y el medio del pre-
in6culo en el que estaban las cepas se encontraba a pH 7.0 + 0.1; pero debido a
las aproximaciones del método de recuento empleado correspondiente al método
turbidimétrico, en el que se realiz6 una curva de calibracion para relacionar la
densidad éptica con el peso seco de los microorganismos, las bacterias trabajan
internamente adaptdndose al medio aumentando su masa celular pero no el
namero de células, por lo que la fase de latencia usualmente es dificil de
determinar por medio de esta técnical®’.

En la tabla 15 se muestran los tiempos de duracion de las fases de crecimiento
microbiano para cada una de las cepas.

106 RODRIGUEZ VARGAS, Maria Rosa. Variabilidad De La Inactivacién Microbiana Y De La
Fase De Latencia De Los Microorganismos Supervivientes a Un Proceso De Acidificacion.
Universidad Complutense de Madrid, 2016. p. 261

107BENINTENDE Silvia y SANCHEZ Cecilia. Crecimiento Bacteriano. En: Universidad Nacional
De Colombia. 2013.p 8
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Tabla 15. Tiempo de duracién de las fases de crecimiento microbiano para cada una de
las cepas.

Cepa Tiempo duracion fases (h)
Crecimiento Declinacion del Endogena
exponencial crecimiento

1 0-48 - 48-72
2 0-30 - 30-72
3 0-54 - 54-72
4 0-48 48-72 -

6 0-30 30-54 54-72
8 0-30 30-72 -

9 0-54 - 54-72
10 0-48 - 48-72
11 0-54 - 54-72
12 0-48 - 48-72
13 0-48 48-72 -

Fuente: elaboracién propia

Para la conformacion del cultivo mixto, se requiri6 que la concentracion de la
biomasa sea mayor en un menor tiempo, por ello se trabajo en la fase
exponencial, ya que, en esta fase se puede observar la capacidad que tienen las
bacterias para crecer constante y rapidamente'®. Sin embargo, se necesitd tener
un rango del tiempo del crecimiento exponencial en el que esté cada una de las
cepas, debido a que, en este tiempo varia para cada una de ellas; por ello se tomé
un tiempo de analisis de 0-30 horas, dado que, en un tiempo superior a 30 horas
algunas cepas podrian encontrarse en fase de declinacién del crecimiento o en
fase enddgena.

108 CALDERON VARGAS Juan Fernando. Op cit. p. 78
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Gréfica 3. Curvas de crecimiento para cada cepa
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Fuente: elaboracién propia

Para determinar las velocidades de formacion de la biomasa de las gréficas 4 y
5 se empled la Ecuacion 1 en donde se estudia la concentracién de la biomasa
como una funcion del tiempo; para la investigacion se trabajaron los calculos en
la fase exponencial ya que en esta fase se puede observar la capacidad que tienen
las bacterias para crecer constante y rapidamente!l®®, tomando la fuente de
carbono que se suministre, por lo que se puede evidenciar el comportamiento de
adaptacion del microorganismo en determinado sustrato, importante al momento
de describir la cinética de crecimiento bacteriano.

Por otro lado, se pudo observar de manera rapida y sencilla que las cepas
posiblemente no presentaron contaminacién ya que, al comparar las tinciones de
Gram realizadas, para la caracterizacidbn microscépica de los microorganismos,
mostradas en la tabla 7, con las tinciones de Gram realizadas para la curva de
crecimiento para cada una de las bacterias, se observo que las morfologias y las
agrupaciones fueron similares.

También se observo en las tinciones de Gram para la curva de crecimiento de
cada una de las cepas, con el paso del tiempo los tamafios de los bacilos
aumentaron como se observa en el cuadro 3.

La ecuacién 2 describe el comportamiento de la concentracién con respecto al
tiempo, compuesta por dos parametros constantes p (h™1) y Xo (mg/L), al linealizar

109 |bid. p. 78
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la funcion exponencial se obtiene una ecuacion en donde la pendiente va ser igual
apenhly elintercepto va ser Ln Xo (mg/L).

Las graficas correspondientes a las linealizaciones se muestran en el ANEXO Jy
en la tabla 16 se presentan las velocidades especificas de crecimiento y la
biomasa maxima alcanzada de biomasa obtenidas para cada una de las cepas
con su respectiva correlacion lineal R?, obteniendo que las dispersiones de los
datos tienen un buen ajuste a una regresion lineal.

Tabla 16. Velocidades especificas de crecimiento y biomasa maxima

CEPA i (h1) R?

1 0,0932 0,9585
2 0,0426 0,9826
3 0,0551 0,9438
4 0,0857 0,9658
6 0,0874 0,9597
8 0,0732 0,9517
9 0,0529 0,9661
10 0,0676 0,9697
11 0,0606 0,9698
12 0,0597 0,9381
13 0,0822 0,9512

Fuente: elaboracion propia.

En la grafica 4 se puede observar las cepas en las que se obtuvieron
comportamientos mayores de concentraciones de biomasa, en comparacion con
los comportamientos de concentraciones mostradas en la gréafica 5.

Como se mencion6 anteriormente el tiempo de andlisis abarca las primeras 30
horas de incubacion, observando en dicho intervalo que las cepas 1, 4, 6,10y 13
presentan un comportamiento de crecimiento similar de mayor concentracion de
biomasa, en el que las velocidades de formacion fueron altas (tabla 16) lo que
indica que la velocidad total de toda la serie de reacciones, en virtud de las cuales
se sintetizan las substancias celulares es mayor y por tanto lo es su capacidad de
crecimiento con el paso del tiempo. Ademas, las cepas 1, 4, 10 y 13, que
presentaron una concentracion de biomasa mayor en las 30 horas, tuvieron una
fase exponencial que dura aproximadamente hasta las 48 horas, tiempo en el que
la concentracion de la biomasa siguio por encima de las demas cepas. Por tanto,
se seleccionaron este grupo de cepas (1, 4, 6, 10 y 13) para la conformacién del
cultivo mixto.

110 CALDERON VARGAS Juan Fernando. Op cit. p. 78
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Las cepas 4 y 6 como se menciono en la seccion 5.1.1, al ser Gram negativas
presentan endotoxinas en la membrana celular, sin embargo, estas cepas fueron
tenidas en cuenta para la conformacion del cultivo mixtos por ello se recomienda
que de ser extraido el biopolimero no sea usado para aplicaciones en el area
biomédica.

Para la seleccion de las bacterias que conformaron el cultivo mixto microbiano se
escogieron este grupo de cepas (cepas 1,4,6,10 y 13) ya que presentaron un
comportamiento similar en cuanto a su crecimiento y alcanzaron concentraciones
méximas y velocidades de formacion altas (tabla 16), lo que indica que la
velocidad total de toda la serie de reacciones, en virtud de las cuales se sintetizan
las substancias celulares es mayor y por tanto lo es su capacidad de crecimiento
con el paso del tiempo.

Gréfica 4. Curva de crecimiento Cepas grupo 1.
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Fuente: elaboracion propia

En la grafica 5 se puede observar las cepas en las que se obtuvieron menores
concentraciones de biomasa en comparacion con las concentraciones mostradas
en la gréfica 4.

Estas cepas debido a su baja concentracion en la biomasa y velocidades

especificas de crecimiento, no se seleccionaron para conformar el cultivo mixto
sobre el que se realizaréa el estudio de los parametros cinéticos en medio sintético
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de acido acético en solucion melaza, ya que se requieren cepas que tengan una
alta generacion de biomasa.

Grafica 5. Curvas de crecimiento cepas grupo 2.
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Fuente: elaboracion propia.
5.2. CRECIMIENTO CULTIVO MIXTO EN MEDIOS SINTETICOS

5.2.1 Curva de calibracion cultivo mixto. Se realiz6 una curva de calibracion
con el fin de representar el cultivo mixto microbiano conformado por las cepas 1,
4, 6,10y 13 en términos de masa seca microbiana midiendo la absorbancia del
medio de cultivo a 570 nm y determinando el peso seco empleando el método
gravimétrico. Se realizé por triplicado.

A partir de los datos obtenidos en la Tabla 9, se construye grafica 6, en donde se
puede observar la curva de calibracion del -cultivo mixto obtenida
experimentalmente en la cual se muestra la relacion entre la absorbancia y peso
seco del cultivo mixto microbiano presentada con su respectiva ecuacion lineal, la
cual servirA para poner la absorbancia en términos de concentracion de la
biomasa del cultivo mixto microbiano conformado.
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Gréafica 6. Curva de calibracion del cultivo mixto microbiano.
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La ecuacion de la linea de mejor ajuste es:

Ecuacién 10. Ecuacion de la linea para el cultivo mixto

T
Y(Abs) = 0.0002 + X{Tﬂj

Utilizando esta ecuacion se puede determinar, mediante medidas de absorbancia,
el peso seco.

Por medio del coeficiente de correlacion lineal de 0.9779 se puede afirmar que los
puntos de dispersion en la grafica se ajustan a una regresion lineal y por tanto los
datos guardan una correlacion directamente proporcional.

5.2.2 Cinética cultivo mixto microbiano medios sintéticos. Se evaluo el cultivo
mixto microbiano conformado por las cepas 1,4,6,10 y 13 en medios sintéticos de
acido acético en solucion melaza al 10%, 15% y 20% respectivamente para una
DQO total de aproximadamente 1600 mg/L, para ello se utilizé6 el método
turbidimeétrico, realizando previamente una curva de calibracion a el cultivo mixto
para relacionar las medidas de densidad Optica con la concentracion de la
biomasa del cultivo mixto dado por la Ecuacion 10 y paralelamente se determino
el consumo de sustrato por el método de colorimetria de DQO (ANEXO K).
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Se empled esta técnica para realizar un monitoreo a las fuentes de carbono
presentes en el medio, melaza y &cido acético. Para la medicioén del consumo de
sustrato en los medios sintéticos, no se monitoreo las fuentes de carbono por
separado, debido a que para realizar el seguimiento a el consumo de AGV's,
empleando las técnicas usadas en el laboratorio correspondientes a la
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)!! y titulacion de AGV's!'?, se
presentaron inconvenientes, la columna cromatografica del equipo se encontraba
dafiada, y no se tenia la cantidad necesaria de reactivo para llevar a cabo el
muestreo, respectivamente. Por otro lado, para el monitoreo de los azucares
reductores presentes en la melaza, para realizar la técnica DNS3, no se tenian
los reactivos (acido 3,5 dinitrosalicilico) para llevar a cabo la técnica; es por ello
que Unicamente se midi6 la demanda quimica de oxigeno*!4.

Al analizar el sustrato inicial para los tres medios de cultivo, se evidencia que hay
un incremento del sustrato experimental en comparacion con el sustrato teérico
(1600 DQO mg/L), esto pudo suceder por el prolongamiento del tiempo de
esterilizacion, el cual provocé la caramelizacién de los azucares y concentracion
de los mismos, razén por la cual se encuentran valores experimentales superiores
en comparacion al sustrato inicial teérico®®,

Tomando los datos determinados experimentalmente correspondientes a el
crecimiento de la biomasa y el consumo de sustrato (ANEXO K) se obtienen las
graficas 7, 8 y 9 en donde se observa como es el crecimiento del cultivo mixto
microbiano conformado por las cepas 1,4,6,10 y 13; en el sustrato sintético de
10%, 15% y 20% de acido acético en solucién melaza, respectivamente, asi como
también se observa el consumo de sustrato, el seguimiento de pH y el seguimiento
semi-cuantitativo de la acumulacion de PHA, en funcién del tiempo.

Es posible notar que, para las tres curvas del crecimiento microbiano, empiezan
desde la fase exponencial, esto posiblemente se debe a que se prepard un pre-
in6culo 24 horas antes de iniciar el experimento (en medio sintético de solucion
melaza a 1600 mg DQOI/L); esto se realiz6 para dar comienzo a la fase de
adaptacion y evitar contratiempos en el proceso.

111 MORA, Carlos Eduardo. Op cit. p. 55

112 FONSECA AMAYA, Liseth Camila y SANCHEZ BEDOYA, Op cit. p. 122.

113 FAJARDO CASTILLO, Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO, Sandra Constanza. Op
cit. p. 120.

114 ORTEGON VELANDIA, Maria Fernanda. Op cit. p. 84

HSEAJARDO CASTILLO, Erika Esperanza y SARMIENTO FORERO, Sandra Constanza. Op
cit p 120.
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5.2.2.1 Medio 1- 10% DQO H. Ac en solucion melaza. En la Grafica 7 se puede
observar como es el crecimiento del cultivo mixto microbiano conformado por las
cepas 1, 4, 6,10 y 13; en el cual se puede identificar que la fase de crecimiento
exponencial tiene una duracién aproximada de 36 horas desde el inicio del
experimento, en donde la biomasa aumenta progresivamente, para el medio 1
correspondiente a 10% DQO H. Ac en solucion melaza (ANEXO K). en esta misma
grafica se observa que el consumo de sustrato al compararlo con el crecimiento
microbiano, se tuvo que al igual que el crecimiento exponencial, en el que los
constituyentes celulares de la bacteria aumentan, el consumo del sustrato se da
hasta las 36 horas considerablemente, siendo este el tiempo en el que se registra
el mayor consumo de sustrato correspondiente a aproximadamente 29 mg DQOIL,
este alto consumo se debe a que en dicho tiempo la bacteria tiene el mayor
incremento de biomasa correspondiente a 590 mg/L en peso seco, por lo que
toma del medio la fuente de carbono para llevar a cabo el crecimiento microbiano.

En la Gréfica 8, el comportamiento del pH pas6 de 5.5 a 5 en las primeras 12
horas y posteriormente se mantuvo constante hasta las 36 horas, por lo que se
puede afirmar que el acido organico se mantuvo en su distribucion acida, debido
a que, posiblemente la transferencia para satisfacer la tasa de respiracion de los
microorganismos fue insuficiente, lo que limité el consumo de AGV manteniendo
por ende el pH acido!1®,

También, por medio de la Grafica 8, se puede observar la acumulaciéon semi-
cualitativa del PHA!’, el cual al inicio del experimento presenta produccién de
inclusiones citoplasmaticas, esto se debe a que se realizé un pre-indculo, por lo
que, los microorganismos almacenaron intracelularmente el biopolimero y esto se
ve reflejado al momento de realizar el primer muestreo; Posteriormente se observa
gue la acumulacion de PHA se incrementa gradualmente hasta transcurridas 24
horas del inicio del experimento; entre las 24 y 36 horas no se observa una
acumulacion de PHA considerable.

Posteriormente se observa una fase de declinacion en el crecimiento (Gréafica 7)
comprendida entre las 36 y 60 horas, en el que paralelamente se tiene una caida
considerable de pH que pasa de 5 a aproximadamente 4, por lo que posiblemente
este factor influyd en el crecimiento de los microorganismos provocando una
disminucién en el incremento de la biomasa, pasando de 590 mg/L a 270 mg/L en
el intervalo de tiempo entre las 36 y 48 horas y posteriormente pasando de 270
mg/L a 160 mg/L entre las 48 y 60 horas. Por otra parte, hubo un leve consumo
de sustrato entre las 36 y 60 horas, tiempo en el que disminuye el aumento de la
concentracion de la biomasa, presentando un crecimiento lento, por lo, que el

116 MONTANO HERRERA, Liliana. Op cit. p 105
117 PORRAS, Mauricio A.; VILLAR, Marcelo A. and CUBITTO, Maria A. Op cit, p. 28-32

102



consumo de sustrato es minimo, correspondiente a aproximadamente el 8.5% del
consumo total del sustrato.

La acumulacion semi-cualitativa del PHA entre las 36 y 60 horas obtiene su
maxima acumulacion, evidenciada a las 48 horas, en donde las bacterias
presentan una disminuciébn en su crecimiento, por lo que las bacterias
posiblemente emplearon una cantidad considerable del sustrato que
consumieron, como reserva de energia (PHA), posteriormente se observa que
hubo un consumo de PHA.

Finalmente, se observa una fase enddgena pasadas 60 horas del inicio del
experimento, en el que se observa que el pH se mantuvo &cido y a su vez se
observé que hay una disminucién en la acumulacion de PHA, posiblemente alguna
minoria de microorganismos lo consumen para mantenimiento celular. Posterior a
las 60 horas se puede observar que no hay un consumo de sustrato significativo,
se consume cerca del 1.7% del consumo de sustrato total.

El consumo de sustrato total fue de aproximadamente 5%.

Grafica 7. Crecimiento microbiano y consumo de sustrato en funcién del tiempo,
10%H.Ac
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Gréfica 8. Seguimiento de pH y acumulacion de PHA-10% DQO H.Ac

Seguimiento de pH y acumulacién de PHA MEDIO 1

6 0.300

5 0250 ¢
=
(o]

a 0200 &
L mmmm NEGRO DE

I3 0.150 & SUDAN MEDIO 1

S w@==pH MEDIO 1

2 0.100 2
Q
w
L

1 I 0.050 <

0 0.000

0 12 24 36 48 60 72
TIEMPO (h)

Fuente: elaboracion propia.

5.2.2.2 Medio 2- 15% DQO H.Ac en solucién melaza. En la Grafica 9 se observa
el crecimiento del cultivo mixto microbiano conformado por las cepas 1, 4, 6, 10y
13 en un medio de cultivo compuesto por 15% de H. Ac en solucion melaza. Es
posible notar que la fase de crecimiento exponencial se da transcurridas 36 horas
del inicio del experimento para el medio de cultivo, tiempo en el que se observo el
aumento de la biomasa gradualmente. En este intervalo de tiempo se observo
mediante la Grafica 10, el comportamiento del pH manteniéndose constante
transcurridas 36 horas del inicio del experimento con un valor de
aproximadamente 5.5, por lo que, en este periodo de tiempo se encuentra en su
distribucién &cida. Por otra parte, se evidencia que en las primeras 12 horas se
presenta una acumulacion semi-cualitativa considerable, mientras que en el lapso
entre 12 y las 36 horas las inclusiones citoplasmaticas se encuentran constantes.
Por otro lado, al comparar el consumo de sustrato con el crecimiento microbiano
del co-cultivo se observa que, en la fase de crecimiento exponencial se consume
una cantidad considerable del sustrato hasta transcurridas 36 horas del inicio del
experimento, en este tiempo la fase de crecimiento exponencial llega a su fin; el
mayor incremento de consumo de sustrato en el experimento esta comprendido
dentro de este periodo, ubicado temporalmente entre las 12 y 24 horas,
correspondiente a un consumo de 54 mg DQOIJL, esto se debe probablemente a
gue en este intervalo de tiempo se da el mayor incremento de concentracion de
biomasa de aproximadamente 1265 mg/L en peso seco.

Posteriormente se observa una fase de declinacion en el crecimiento corta entre
las 36 y 48 horas y luego nuevamente se evidencia crecimiento entre las 48 y 60
horas, esto se pudo presentar debido a que el pH del medio pasa de 5.5 hasta 6.3
entre las 36 y 48 horas, este cambio en las condiciones de crecimiento
posiblemente haya generado una corta fase de adaptacibn a las nuevas
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condiciones del medio y posteriormente al alcanzar un pH neutro entre las 48 y 60
horas, esto pudo favorecer el crecimiento de los microorganismos.

El aumento del pH se pudo presentar porque el acetato presenta una actividad
amortiguadora por lo que puede llegar a controlar el pH. En un estudio realizado,
evaluaron la capacidad del acetato y el fosfato para controlar el pH durante la
fermentacion, encontrando que el acetato es un tampon mas fuerte que el fosfato,
y obteniendo a su vez que el pH aumentd al aumentar las concentraciones de
acetato, en donde este actlla como un sistema de amortiguacion interno.®

Por otra parte, al observar en la acumulacion semi-cualitativa del PHA entre las
36 y 48 horas, se observa que se alcanzé casi el doble de la acumulacién
reportada a las 36 horas, posiblemente porque el cambio de pH favorecié el
almacenamiento intracelular de PHA; posterior a las 48 horas se observa que la
acumulacion de PHA no tuvo variaciones.

Con respecto al consumo del sustrato, entre las 36 y 48 horas se observo que
hubo un leve consumo de sustrato, debido posiblemente los microorganismos lo
utilizaron para acumular PHA intracelularmente. Posterior a esto, se observo
nuevamente consumo de sustrato apreciable entre las 48 y 60 horas debido a que
los microorganismos consumen una minima cantidad de sustrato del medio para
el crecimiento de los microorganismos.

Finalmente, a las 60 horas se evidencia una fase enddgena, en donde, para el
consumo del sustrato se observo que pasadas 60 horas no hay cambio aparente
en el consumo de sustrato. El consumo de sustrato total para el medio
correspondiente a 15% mg DQO/L de H.Ac en soluciéon melaza, fue de 8.8%

118 xU,Ji Fei; MI,Yuan-Ting y REN,Nan-Qi. Buffering action of acetate on hydrogen production
by Ethanoligenens harbinense B49. En: Electronic Journal of Biotechnology. Sep 2016,. vol.
19, no. 5, p. 2-11
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Gréfica 9. Crecimiento microbiano y consumo de sustrato en funcién del tiempo,
15%DQO H.Ac
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Grafica 10. Seguimiento de pH y acumulacién de PHA-15% DQO H.Ac
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5.2.2.3 Medio 3 - 20% DQO H. Ac en solucién melaza. En la Gréafica 11 se
presenta el crecimiento microbiano y el consumo de sustrato correspondiente al
medio del 20% DQO de acido acético en solucion melaza. Es posible observar
que al igual que en los medios de 10% y 15% de &cido acético en solucién melaza,
la fase de crecimiento exponencial se present6 hasta transcurridas 36 horas del
inicio del experimento y que el seguimiento del pH en las primeras 36 horas,
mostrado en la Gréafica 12, se mantiene constante en un pH aproximado de 5.3;
También se observdé que la acumulacion semi-cualitativa del PHA aumenta
paulatinamente desde el inicio del experimento hasta las 36 horas.

Por otro lado, el consumo de sustrato se da en mayor medida transcurridas 36
horas del inicio del experimento, debido a que, en dicho periodo de tiempo tuvo
lugar la fase de crecimiento exponencial, siendo en este intervalo de tiempo en
donde se consumié mas cantidad de sustrato en el experimento, correspondiente
a un consumo de 68.8 mg DQOI/L entre las 12 y 24 horas, esto se debio,
probablemente a que en este periodo de tiempo se da el mayor incremento de
concentracion de biomasa de aproximadamente 1040 mg/L en peso seco.

Después, se presentd una corta fase de declinacion en el crecimiento de 36 a 48
horas, seguido nuevamente por una fase de crecimiento de 48 a 60 horas, esto
se debid a, como ya se explicé anteriormente para el medio de 15% de H. Ac en
solucion melaza, el acetato actu6 como amortiguador por lo que el pH tuvo un
incremento pasando de 5.3 a 6 y de 6 a 6.4 en los periodos de tiempo
comprendidos entre las 36 a 48 horas y 48 a 60 horas, respectivamente; este
cambio en el pH posiblemente ocasion6 que los microorganismos presentaron una
corta fase de adaptacion entre las 36 y 48 y posteriormente continuaron creciendo
hasta las 60 horas.

Para el consumo del sustrato, entre las 36 y 48 horas se observé que hubo un
leve consumo de sustrato, debido posiblemente a que los microorganismos lo
utilizaron para acumular PHA intracelularmente, identificando, que en las 48 horas
se registra la mayor acumulacion de PHA. Posterior a esto, el consumo de sustrato
fue apreciable entre las 48 y 60 horas.

Finalmente, de las 60 a 72 horas se evidencié que hay una fase enddgena, en
donde, hubo un consumo de sustrato despreciable de apenas de apenas 3 mg
DQOI/L, equivalente al 2.3% del consumo total del sustrato.

El consumo total sustrato del medio 3 correspondiente a 20% mg DQO/L de H.Ac
en solucion melaza fue de 8.6%.
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Gréfica 11. Crecimiento microbiano y consumo de sustrato en funcién del tiempo,20%
DQO H.Ac
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Gréfica 12. Seguimiento de pH y acumulacion de PHA-20%DQO H. Ac
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5.2.3. Comparaciéon medios sintéticos. En la Grafica 13 se observa una
comparacion entorno a los tres medios de cultivo sintético 10%, 15% y 20% de
acido acético en solucion melaza, en cuanto a su crecimiento microbiano,
consumo de sustrato, control semi-cualitativo de la acumulacién del PHA por
medio de la técnica de tincion de Negro Sudan y el seguimiento del pH.

Se puede observar que, en cuanto al crecimiento, el medio sintético que tuvo un
comportamiento de crecimiento microbiano mayor fue el medio 2, correspondiente
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a 15% H. Ac en solucién melaza, seguido por el medio 3, 20% H. Ac en solucion
melaza y por ultimo el medio 1, 10% H. Ac en solucibn melaza, en donde se
alcanza una biomasa maxima de 2990 mg/L, 2820 mg/L y 1675 mg/L,
respectivamente en la fase de crecimiento exponencial.

El pH para los tres medios, en las primeras 36 horas del experimento, tiempo en
el que es posible observar la fase de crecimiento exponencial de los
microorganismos, mantienen un pH aproximado de 5 en el medio 1y de 5.5 en el
medio 2 y 3; sin embargo, como ya se menciond, en el medio en el que se aprecia
mayor crecimiento de la biomasa es en el medio 2, seguido por el medio 3y por
altimo el medio 1, en donde el consumo de sustrato fue de 114.4 mg DQOI/L, 126.
mg DQO/L y 70 mg DQOI/L, respectivamente, esto se pudo presentar debido a
gue la tasa de transferencia de respiracion fue mejor en el medio 2 por lo que los
microorganismos pudieron consumir los AGV y esto se ve reflejado en el
crecimiento microbiano en el medio de cultivo; también a que el acetato actué
como amortiguador por lo que el pH tuvo un incremento en los medios de cultivo
2 y 3, favoreciendo el crecimiento de los microorganismos y el consumo de
sustrato.

Después de transcurridas 36 horas del inicio del experimento, los medios 2 y 3
presentaron un aumento del pH significativo pasando de un pH alrededor de 5 a
6, en donde el medio 2 a las 48 horas se neutraliza; en contra posicion a el medio
1, que pasadas 36 horas tiene un decrecimiento apreciable en el pH pasando de
un pH cercano a 5 a un pH de 4. Este pH bajo del medio 1 posiblemente influyo
en el crecimiento de los microorganismos ya que, los acidos organicos débiles a
pH bajos, “al no estar disociados en medio acido, penetran en el citosol y ejercen
un efecto inactivante, ya que, al acceder la forma no disociada de un compuesto
acido al citosol, como el pH de éste es practicamente neutro, la sustancia se
disocia, liberdndose el anién y el proton y la célula tiene que utilizar energia para
bombear los protones que acidifican el citoplasma hacia el exterior. A pH externos
elevados, el acido disociado no puede penetrar en la célula y por tanto no es
efectivo”1.Por lo que, segln lo expuesto, el medio 1 al utilizar energia, producto
de la regulacion del pH extracelular, posiblemente también influyé en el bajo
comportamiento de crecimiento de los microorganismos, ademas se pudo
presentar la ionizacibn de moléculas de los nutrientes, disminuyendo la
disponibilidad para el organismo.

Con respecto a el control semi-cualitativo del PHA, se observo que en las primeras
36 horas del experimento la acumulacion del PHA se incrementa con el paso del
tiempo, alcanzando una maxima acumulacién a las 48 horas, en donde el medio
2 es el que alcanza mayor acumulacion, seguido muy de cerca por el medio 3y el
medio 1. Transcurridas 48 horas la acumulacion de PHA disminuye para los

119 RODRIGUEZ VARGAS, Maria Rosa. Op cit. p. 261
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medios 1 y 3, pero en el medio 2 la acumulacion sigue incrementandose
paulatinamente hasta las 72 horas.

Se observo, que para los tres medios sintéticos de H.Ac en solucion melaza
correspondientes al 10%, 15% y 20%, el cultivo mixto presenté una probable
acumulacion durante la fase exponencial de crecimiento, por lo que los
microrganismos al presentar crecimiento y acumulacion de PHA en la fase
exponencial, posiblemente pertenecieron al segundo grupo de bacterias
productoras de PHA, que no requiere una limitacion de un nutriente para llevar a
cabo la acumulacion; alcanzando su maxima concentracion en la fase de
declinacion del crecimiento.

Gréfica 13. Comparacién crecimiento microbiano, consumo de sustrato, control semi-
cuantitativo de la acumulacién del PHA para los medios sintéticos 10%, 15% y 20% de H
Ac en soluciéon melaza
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5.2.4. Parametros cinéticos cultivo mixto, medios sintéticos. Con los datos
obtenidos de las curvas de crecimiento se determinaron pardmetros cinéticos,
empleando el modelo de crecimiento exponencial descrito en la seccion 1.11.1.1,
modelo que se basa en Monod, seleccionado para determinar las velocidades
especificas de crecimiento px y los rendimientos de biomasa Yxs para cada uno
de los medios sintéticos correspondientes a 10%, 15% y 20% de H. Ac en solucion
melaza en la fase de crecimiento exponencial,

El valor de px se calculo graficamente linealizando la ecuacion 2, la cual describe
el comportamiento de la concentracién con respecto al tiempo, compuesta por dos
parametros constantes [y Xo que al linealizar la funcion exponencial se obtiene
una ecuacion de la recta en donde la pendiente va ser igual a g en ht vy el
intercepto va ser Ln Xo.120

En la gréfica 14 se muestra la linealizacion de la funcion exponencial, del medio
1, 10% H. Ac en solucién melaza; se obtuvo un R? de 0,9821, donde su pendiente
es 0,017, correspondiente a u y el intercepto es 6.4405 igual a Ln Xo. (Ver andlisis
tabla 17).

Gréfica 14. Determinacion p, medio 1, 10% H. Ac en solucién melaza.

LN (X) VS TIEMPO -MEDIO 1

7.8
75 y =0.0261x+6.4405
% 22 R2=0.9821
= 6.9
E’ F g
- 0.0
6.3
6
0 5 10 15 20 25 30 35

TIEMPO (h)
Fuente: elaboracion propia.

En la gréfica 15 se muestra la linealizacion de la funcion exponencial, del medio
2, 15% H. Ac en solucién melaza; se obtuvo un R? de 0,9603, donde su pendiente
es 0,0471, correspondiente a pny el intercepto es 6.4476 igual a Ln Xo. (Ver analisis
tabla 17).

120 CALDERON VARGAS Juan Fernando. Op cit. p. 78
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Gréfica 15. Determinacién p, medio 2, 15% H. Ac en solucién melaza.

LN (X) VS TIEMPO -MEDIO 2
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R? =0.9603
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SRl = e e i R
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Fuente: elaboracion propia.

El mismo analisis se realizo para el medio 3, 20% H. Ac en solucién melaza; en la
grafica 16 se muestra la linealizacion de la funcidon exponencial, en el que se
obtuvo un R? de 0,982, en donde su pendiente es 0,0443, correspondiente a p 'y
el intercepto es 6.4189 igual a Ln Xo. (Ver analisis tabla 17).

Gréfica 16. Determinacién p, medio 3, 20% H. Ac en solucién melaza.

LN (X) VS TIEMPO -MEDIO 3
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Fuente: elaboracion propia.

Por otro lado, el calculo del rendimiento global de la biomasa para cada uno de
los medios sintéticos correspondientes a 10%, 15% y 20% de H. Ac en solucion
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melaza, se realiz6 por medio de regresion lineal en graficas de concentracion de
biomasa vs concentracién de sustrato!??,

En la gréfica 17 se presenta la linealizacion del medio 1, 10% H. Ac en solucién
melaza; se obtuvo un R? de 0,9946, donde su pendiente es 0,0137 mg DQO/mg
biomasa, correspondiente a el rendimiento de la biomasa. (Ver analisis tabla 17).

Gréfica 17. Determinacion Yx/s, Medio 1, 10% H. Ac en solucién melaza.

Concentracion de biomasa vs Sustrato Medio 1

7.7 y=-0.0137x+29.634
R?=0.9946
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1620.0 1630.0 1640.0  1650.0 1660.0 1670.0 1680.0 1690.0 1700.0
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Fuente: elaboracion propia.

En la grafica 18 se presenta la linealizacién del medio 1, 15% H. Ac en solucion
melaza; se obtuvo un R? de 0,986, donde su pendiente es 0,0143 mg DQO/mg
biomasa, correspondiente a el rendimiento de la biomasa. (Ver analisis tabla 17).

121 DORAN, Pauline M. Bioprocess engineering principles. 2. ed. Amsterdam: Academic Pres,
2013.p 750
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Gréfica 18. Determinacion Yx/s, Medio 2, 15% H. Ac en solucién melaza.

Concentracion de biomasa vs Sustrato Medio 2

77
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Fuente: elaboracion propia.

En la grafica 19 se presenta la linealizacién del medio 3, 20% H. Ac en solucion
melaza; se obtuvo un R? de 0,9856, donde su pendiente es 0,0117 mg DQO/mg
biomasa, correspondiente al rendimiento de la biomasa. (Ver analisis tabla 17).

Gréfica 19. Determinacion Yx/s, Medio 3, 20% H. Ac en solucién melaza.

Concentracidon de biomasa vs Sustrato Medio 3

8
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Fuente: elaboracion propia.

En la tabla 17 se encuentran los parametros cinéticos correspondientes a las
velocidades especificas de crecimiento px y los rendimientos de biomasa Yws para
cada uno de los medios sintéticos correspondientes a 10%, 15% y 20% de H. Ac
en solucion melaza, hallados graficamente.
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Se puede observar que el medio que alcanz6 mayor velocidad especifica de
crecimiento y rendimiento de la biomasa en el sustrato es el medio 2, 15 % H. Ac
en solucion melaza, en comparacion a los otros dos medios sintéticos.

Para los rendimientos biomasa — sustratos encontrados para cada medio sintético
indican que en el medio 2, 15 % H. Ac en solucidon melaza, se forman mas mg de
biomasa microbiana que en los otros medios sintéticos, cuando se consume 1 mg
DQO del medio. El rendimiento de la biomasa para el medio 2 corresponde a
0.0143 mg DQO/mg biomasa, seguido por el medio 1, con un valor de 0.0137 mg
DQO/mg biomasa, sin embargo, el medio 2 crece casi al doble de la velocidad
especifica de crecimiento del medio 1. Los coeficientes de correlacion del
rendimiento de la biomasa en el sustrato indican al ser proximos a 1 (0.9946, 0.986
y 0.9856 para los medios 1, 2 y 3, respectivamente), que los datos experimentales
se ajustan a el modelo empleado.

Por otro lado, la velocidad especifica de crecimiento aument6é al aumentar la
concentracion en DQO del acetato de sodio y al disminuir la concentracion en
DQO de la melaza, encontrando la mayor velocidad de formacion de biomasa,
como ya se menciond, en el medio 2, 15 % H. Ac en solucion melaza con un valor
de 0.0471 h1, seguido por el medio 3, 20 % H. Ac en soluciéon melaza con un valor
de 0.0443 h1, obteniendo valores préximos, sin embargo, el medio 2, por cada mg
DQO consumido crece 1.22 veces mas que en el medio 3.

Tabla 17. Comparaciéon parametros cinéticos, medios sintéticos 10%, 15% y 20% de
H. Ac en soluciéon melaza

PARAMETRO MEDIO 1 MEDIO 2 MEDIO 3
u(hv 0,0261 0,0471 0,0443
R? 0,9821 0,9603 0,9823
Y X/s (mg Biomasa/mg 0,0137 0,0143 0,0117
DQO)
R? 0,9946 0,986 0,9856

Fuente: elaboracion propia.
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5.2.5 Seleccion relaciéon de sustrato. Por tanto, segun lo analizado
anteriormente en la seccidbn 4.2, se tiene que el medio sintético 2,
correspondiente a 15% H. Ac en solucion melaza, fue el medio en el que se
obtuvo un comportamiento de crecimiento mayor, alcanzando la mayor cantidad
de biomasa maxima correspondiente a 3685 mg de biomasa en donde el pH
alcanzo la neutralidad ya que el acetato presente en el medio sirvi6 como
tampon quimico; con un rendimiento en la biomasa mayor de 0.0143 mg
DQO/mg biomasa, en donde, se forman mas mg de biomasa microbiana que en
los otros medios sintéticos, cuando se consume 1 mg DQO del medio.

También, se tiene que la velocidad especifica de crecimiento es mayor en este
medio, creciendo casi al doble de la velocidad especifica de crecimiento del
medio 1. Ademas, para el control semi-cuantitativo del PHA, se observé que el
medio 2 es el que alcanza mayor acumulacién cuando se alcanza la méaxima
acumulacion a las 48 horas, incrementandose paulatinamente hasta las 72
horas.

Es por ello que el medio 2, se seleccion6 para ajustar un modelo cinético para
el cultivo mixto de bacterias acumuladoras de PHA, proveniente de un sistema
de lodos activados.

5.3. MODELAMIENTO CULTIVO MIXTO EN MEDIO SINTETICO

De acuerdo a la clasificacion de los modelos cinéticos (seccién 1.11), modelos
estructurados y no estructurados, se realizd una revision en la literatura sobre los
modelos cinéticos no estructurados, debido a que estos modelos son sencillos y
brindan una aproximacion del comportamiento microbiano, considerando el
sistema sin complejidad, asumiendo una distribucién uniforme en el cultivo, es
decir, consideran el cultivo homogéneo, por lo que generalmente usan el término
poblacién microbiana o biomasa, expresada como masa de células secas por
unidad de volumen??2,

Debido a lo expuesto en el péarrafo anterior, los modelos no estructurados son
Gtiles cuando se esta en la etapa inicial de una investigacion, etapa en la que se
encuentra el presente trabajo, proporcionando ecuaciones con sentido fisico.

Los modelos no estructurados se pueden dividir en tres grupos, los modelos de
crecimiento, los modelos de consumo de sustrato y modelos de formacion de
producto'?.

122 ALCON MARTIN, Almudena. Desarrollo de modelos cinéticos para bioporcesos: aplicacion
a la produccién de Xantano . Universidad complutense de Madrid, 1999. p. 471.

1231pid,. p. 471.
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Los modelos no estructurados de crecimiento, tienen en cuenta el crecimiento del
microorganismo con la concentracion de la biomasa y otros factores como el
sustrato limitante, que hace depender el crecimiento de la concentracion de la
biomasa con la concentracién de un sustrato 124, El modelo més sencillo que se
encuentra en este grupo es la ley de Malthus, Ecuacion 1, debido a que tiene en
cuenta Unicamente la evolucion de la biomasa con respecto al tiempo.

Seguida por la ecuacion logistica, Ecuacién 3, empleada para el crecimiento y que
también depende de la concentracion de la biomasa en funcién del tiempo.

Posterior a la ecuacion logistica, Monod propuso una expresion, similar a la
ecuacion propuesta por Michaelis Menten, en donde se tenia en cuenta la
dependencia de la concentracion de biomasa y sustrato limitante, en el
crecimiento microbiano, Ecuacion 5, El sustrato limitante esta incluido en la
velocidad especifica de crecimiento p (h 1), asumiendo que la produccién de la
biomasa depende exclusivamente del sustrato limitante!?.

Para el medio de cultivo 2, correspondiente a 15% H. Ac en solucion melaza,
seleccionado para ajustar un modelo cinético para el cultivo mixto de bacterias
acumuladoras de PHA, se realiz6 un ajuste por medio de los modelos nombrados
anteriormente, modelo logistico representado por la Ecuacion 4, ajustado por
medio del programa Excel empleando la funcion solve; en el Anexo L se
encuentran los resultados obtenidos. El modelo de la ley de Malthus o modelos
de crecimiento exponencial, Ecuacién 2; el modelo de Monod, teniendo en cuenta
la linealizacion a la ecuacion de Monod correspondientes a Eadie-Hofstee,
Ecuacion 5, ajustando los datos obtenidos experimentalmente de concentracion
de biomasa y consumo de sustrato; los resultados obtenidos se encuentran en el
Anexo M.

En la Tabla 1 se presentan los parametros obtenidos para el medio 2, por medio
del ajuste de la ecuacion logistica, la ecuacion de crecimiento exponencial (datos
obtenidos en la seccion 4.2.4- Tabla 12) y la linealizacién de la ecuacion de Monod
Eadie Hofstee.

Tabla 18. Comparacién de parametros de velocidad de formacién de biomasa.

CRECIMIENTO ECUACION ECUACION

PARAMETRO EXPONENCIAL LOGISTICA EADIE-
HOFSTEE
u (h'h) 0,0471 0,0586 0.0005
Xo (In(mg/mt)) 6,5733 6,3242 -
124 |bid., p 471
125 |pid., p 471
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K - - 1671.3

R? 0,9623 0,9476 0.9997
Fuente: elaboracion propia.

El modelo de crecimiento exponencial o ley de Malthus, considera que el
crecimiento es equilibrado, en donde la masa celular media no se ve afectada por
la proliferacion de la poblacion; este tipo de comportamiento se puede presentar
en la fase de crecimiento exponencial, por lo que, para fases como la declinacion
en el crecimiento, es incapaz de predecir la concentracion de la biomasa, debido
a que en dicha fase la velocidad de incremento de la masa bacteriana
disminuye'?6,

Por tanto, para el ajuste del modelo exponencial, se tuvo en cuenta la fase de
crecimiento exponencial obteniendo una velocidad de formacién de la biomasa de
0.0471 ht, con un coeficiente de correlacién de 0.9623.

El coeficiente de correlacién de 0.9623 indica que los datos no presentaron un
ajuste cercano al modelo, ya que, al no ser un valor proximo a 1 indica que los
datos no son precisos en cuanto a la cinética microbiana; esto pudo deberse a
que el método turbidimétrico empleado para el monitoreo del crecimiento
microbiano no fue un método apropiado para ajustar los parametros cinéticos,
debido a que se pudo presentar un error humano al diluir la muestra al momento
de pipetear, ya que se producen desviaciones de la ley de Lambert-Beer al tener
suspensiones concentradas, absorbancias mayores de 0.3'?7, afectando las
mediciones realizadas a la absorbancia del medio. Otro factor que pudo influir en
el ajuste al modelo cinético posiblemente fue la curva de calibracién del cultivo
mixto, la cual presentd un ajuste de 0.9779, por lo que pudo provocar un error al
momento de relacionar la absorbancia medida con la concentracion de la
biomasa.

Por otro lado, en el modelo logistico se obtuvo una velocidad de formacion de la
biomasa de 0.0586 h, con un coeficiente de correlacion de 0.9476 y un
porcentaje de error de minimos cuadrados de 0.006%. Como este modelo, al igual
gue el modelo de crecimiento exponencial, tienen en cuenta la concentracién de
la biomasa en funcién del tiempo, ambos modelos tuvieron velocidades de
formacion de la biomasa cercanos.

El coeficiente de correlacion de 0.9476, muestra que los datos no son precisos en
cuanto a la cinética microbiana, esto se pudo presentar por los mismos motivos
gue para el modelo de crecimiento exponencial, el método turbidimétrico para el

126 |bid., p 471
127 DPUYMOVICH, Claudio, et al. Op cit.p. 529-539
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seguimiento de la biomasa no fue apropiado y también por el ajuste obtenido en
la curva de calibracion del cultivo mixto.

Finalmente, con el modelo de Eadie-Hofstee, correspondiente a la linealizacion de
la ecuacion de Monod, se obtuvo una velocidad de formacion de la biomasa de
0.0005 h1, con un coeficiente de correlacion de 0.9997, valor que al ser préximo
a 1, indica que los datos se ajustan al modelo cinético. Sin embargo, el modelo de
Monod asume que la produccién de la biomasa depende exclusivamente de la
concentracion del sustrato limitante'?®, y el monitoreo del consumo de sustrato se
midié empleando el método colorimetro DQO, técnica que determina la cantidad
de oxigeno requerido para oxidar la materia organica en una muestra, es decir,
mide el consumo de sustrato total en el medio, el cual fue aproximadamente 8.6%.
Por lo que es necesario realizar la medicion de otras variables del proceso para
medir el consumo del sustrato limitante'?° como lo es cuantificar el consumo de
azucares, consumo de AGV o el consumo de nitrégeno.

Por tanto, aunque se obtuvo una alta correlacion en los datos por la linealizacion
de Eadie-Hofstee de la ecuacién de Monod, el consumo de sustrato total
cuantificado causa una desviacion de las consideraciones del modelo por lo que
este mejor ajuste no necesariamente describe una buena relacion entre el modelo
y los datos'®0,

No se realiz6 un ajuste de los modelos de consumo de sustrato, debido a que en
ellos se tiene en cuenta un coeficiente de mantenimiento (ms), que relaciona el
consumo de sustrato para el mantenimiento de la biomasa en estado viable y el
método turbidimétrico, con el que se monitoreo el crecimiento de la biomasa, no
es una medida de la viabilidad celular.

Para los modelos no estructurados de formacion del producto, se buscé por medio
de literatura los modelos utilizados para ajustar parametros cinéticos para la
produccion de PHA, encontrando que para llevar a cabo el modelamiento se
requiere cuantificar distintas variables que muestran las siguientes
investigaciones sobre produccion de PHA.

En el trabajo Modelamiento matemético y optimizacién del proceso de produccion
de polihidroxialcanoatos empleando la bacteria burkholderia cepacia b27 a partir
de acidos grasos, el autor Méndez*3!, se cuantificé la biomasa, el amonio residual,
PHAs y aceite vegetal residual (sustrato). Con estos datos medidos

128 MJENDOZA CALERO, Rolando. Op cit., p. 1-145
129DUARTE TORRES, Alberto. Op cit. p. 123-148

130 JENDEZ REYES, Daniel Alexander. Op cit. p. 137
131 |bid. p. 137
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experimentalmente se realizO el ajuste a varios modelos cinéticos empiricos
reportados en literatura.

Otra investigacion que trata sobre las variables de modelos cinéticos utilizados en
la produccion de PHA es la tesis modelado mateméatico de la acumulacion de
polihidroxialcanoatos (pha) en cultivos mixtos durante el tratamiento de aguas
residuales, el autor Montafio'3?, en el que se mide la produccién de PHA, biomasa,
concentracion de oxigeno disuelto, concentracion de nitrdgeno y concentracion de
AGV para ajustar los parametros cinéticos del modelo de Haldane.

También en el articulo Correlacion del Crecimiento de Pseudomonas fluorescens
en la Produccion de Polihidroxialcanoatos de Cadena Media (PHAMCL) mediante
Modelos Primarios de Gompertz, Logistico y Baranyi, el autor Vanegas!®?
cuantificé la biomasa, el nitrogeno y los azucares presentes en el medio, para
ajustar los parametros cinéticos de los modelos de Gompertz, logistico y Baranyi.

En este trabajo no se realizé la extraccion del PHA, metabolito de interés, ademas
de otras variables en el proceso como la concentracion de nitrégeno, nutriente
gue esta asociado a la produccion intracelular del PHA cuando este se encuentra
limitado, medicion del oxigeno disuelto, concentracion de AGV; variables que son
importantes, como se expuso anteriormente, para ajustar los parametros cinéticos
de los modelos no estructurales de formacion de producto PHA, que no fueron
medidos por la falta de disponibilidad de equipos o reactivos, es por esto que no
se pudo ajustar modelos como haldane, Gompertz, logistico o Baranyi.

132 MENDOZA CALERO, Rolando. Op cit., p. 1-145

133 VANEGAS, Diana M. y RAMIREZ, Margarita E. Correlacion del Crecimiento de
Pseudomonas fluorescens en la Produccion de Polihidroxialcanoatos de Cadena Media (PHA
MCL) mediante Modelos Primarios de Gompertz, Logistico y Baranyi. En: INFORMACION
TECNOLOGICA.2015. vol. 27, no. 2, p. 87-96
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6. CONCLUSIONES

Se seleccionaron las cepas 1,4,6,10 y 13, que basadas en el crecimiento a pH
5, presentaron un comportamiento similar en cuanto a su crecimiento y
alcanzaron concentraciones maximas y velocidades de formacion de la
biomasa altas en comparaciéon con las demas cepas, seleccionadas para la
conformacion el cultivo mixto microbiano sobre el cual se evaluo el sustrato
sintético de acido acético en solucion melaza

Se selecciond el medio sintético 2, correspondiente a la relacién de sustrato,
15% H. Ac en solucion melaza, que basado en el crecimiento del cultivo mixto
de bacterias acumuladoras de PHA provenientes de un sistema de lodos
activados, conformado por las cepas 1,4,6,10 y 13, obtuvo un comportamiento
de crecimiento mayor, alcanzando una concentracién de biomasa maxima
correspondiente a 3685 mg/L y un rendimiento en la biomasa mayor de 0.0143
mg biomasa/mg DQO, en comparacion a los otros dos medios sintéticos, en
donde el medio alcanzoé la neutralidad en cuanto a el pH.

Para el medio sintético 2, correspondiente a la relacién de sustrato, 15% H. Ac
en solucion melaza, el modelo cinético que presento mayor ajuste con un
coeficiente de correlacién de 0.9997, fue la linealizacion de la ecuacion de
Monod por Eadie-Hofstee. Sin embargo, debido a que se cuantifico el consumo
de sustrato total, esto posiblemente causa una desviacibn de las
consideraciones del modelo por lo que este mejor ajuste no necesariamente
describe una buena relacion entre el modelo y los datos.
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7. RECOMENDACIONES

e Realizar una caracterizacion del sustrato complejo melaza para establecer las
concentraciones de vitaminas y micronutrientes presentes en la melaza, ya que
la produccion de PHA se ve afectada por altas concentraciones de biotina que
estimula el crecimiento microbiano, pero no la acumulacién de PHA o puede
presentarse inhibicion de crecimiento por compuestos como los fenoles.

e Trabajar a pH neutros o alcalinos ya que se favorece el crecimiento de la
biomasa como se puede evidenciar en el medio 2 y 3 del cultivo mixto en sustrato
sintético en comparaciéon con el medio 1.

e Investigar el efecto de la concentracién de oxigeno sobre la produccién de PHA
y consumo de sustrato, ya que, en investigaciones realizadas sobre cultivos
mixtos, acumuladores de PHA, se obtienen mejores rendimientos de PHA
cuando se tienen condiciones con limitacion de oxigeno que cuando se alimenta
en exceso.

e Determinar la longitud de onda a la cual se detecta el PHA y realizar una curva
de calibracion que relacione la densidad Optica y la concentracion del PHA.

e Para realizar un ajuste en modelos cinéticos, como los modelos modificados de
Monod, Haldane, Gompertz, Baranyi, entre otros se recomienda cuantificar los
AGV vy los azucares del Medio 2 para seguir el consumo del sustrato limitante
en el medio, cuantificar el nitrdgeno, medir el oxigeno disuelto.

e Utilizar otro tipo de método para medir el crecimiento microbiano, debido a que
el método turbidimétrico no es apropiado para ajustar paramétricos cinéticos.

e Realizar pruebas quimicas y analisis molecular para identificar los tipos de

microorganismos que conforma el cultivo mixto.

e Emplear otro tipo de biorreactor, como puede ser un biorreactor por lote
alimentado a pulsos, siendo este una de las mejores estrategias para evitar la
inhibicidn por sustrato y alcanzar altas fracciones de PHA.
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ANEXO A.
MEDIOS DE CULTIVOS EMPLEADOS

PREPARACION MEDIO DE CULTIVO REACTIVACION DE LAS CEPAS

Se reactivaron las 13 cepas que estaban conservadas en un refrigerador a una
temperatura de 4°C en un medio de cultivo solido ya empleado en el laboratorio.
Este medio de cultivo estad conformado por los compuestos mostrados en la tabla
3:

Tabla 1. Compuestos del medio de cultivo A.N modificado

Caldo nutritivo 8g/L
Glucosa 10g/L
Agar-agar 159g/L

Fuente: elaboracion propia.

Se agregan los componentes en agua destilada para hidratarlos, y se disuelven
en la mezcla; posteriormente el medio de cultivo fue esterilizado en autoclave
durante 30 minutos a 20 Psiy 121 °C. para esterilizarlos.
PREPARACION CALDO DE ACUMULACION DE LAS CEPAS AISLADAS
Se prepar6 un caldo de acumulacién de acuerdo a los protocolos del
laboratorio, con el fin de cultivar cada una de las cepas en medio liquido; éste
esta compuesto por:

Tabla 2. Compuestos del medio de

cultivo del caldo de acumulacion

GLUCOSA 10
g/
L

CALDO 10

NUTRITIVO g/
L

Fuente: elaboracion propia.

Se agregan los componentes en agua destilada para hidratarlos, y se
disuelven en la mezcla; posteriormente el caldo de acumulacion fue
esterilizado en autoclave durante 30 minutos a 20 Psi y 121 °C. para
esterilizarlos.

PROTOCOLO PARA PREPARACION DE MEDIOS DE CULTIVO PARA
IDENTIFICAR COLONIAS PRODUCTORAS DE
POLIHIDROXIALCANOATOS, USANDO ROJO DE NILO COMO
INDICADOR DE FLUORESCENCIA

COMPONENTES
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8 gramos de caldo nutritivo

15 gramos de agar-agar

10 gramos de glucosa

500 uL de colorante rojo de Nilo (en solucién)
*Cantidades por litro

PREPARACION

Se agregan los componentes en un litro de agua destilada para hidratarlos,
y se disuelven en la mezcla posteriormente se autoclavan a 15 libras, 121°C
durante 15 minutos para esterilizarlos. Después se le agregan 500 pL del
colorante rojo de Nilo al medio (cantidad para 1L de medio). Luego servir
los medios en las cajas de Petri estériles, hasta aproximadamente la mitad
de la caja.

PROTOCOLO PARA LA PREPARACION DE ROJO DE NILO A UNA
CONCENTRACION DE 0,5 pg/mL

Se pesan 0,0005 mg de colorante rojo de nilo en polvo y se agregan a 500

ML de DMSO (1mg/L), se agita bien y posteriormente se agregan al medio
autoclavado.
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ANEXO B.
CONSTRUCCION DEL SISTEMA DE AGITACION

Se realizo la construccion de un sistema de agitacion con el fin de garantizar
la homogeneidad de los cultivos, de forma axial, constante y uniforme en los
Erlenmeyer.

Para la construccion del sistema de agitacion se utilizd un Triple de
45cmX30cm y a esta superficie se adhirieron ventiladores de CPU de
aproximadamente 10 cm de diametro. En el centro del aspa de cada ventilador
se incorporaron dos imanes pequefios, los cuales son responsables de
generar el campo magnético para mover el agitador magnético contenido en
cada Erlenmeyer. Posteriormente se afiadieron palos de balso 2x2cm con
longitud de 5 cm en cada vértice del ventilador con el fin de dar sostén al
sistema. Finalmente se usaron adaptadores de Jack para realizar la conexién
del circuito cerrado del sistema de agitacion y se conecto a una bateria de 5V.
El montaje del sistema se muestra en la Imagen 1, el cual cuenta con una
capacidad para agitar seis Erlenmeyer.

Imagen 1. Montaje de agitador.
T R R m 9

En la Imagen 2 se puede observar el montaje final para la agitacion de los
cultivos, dentro de la incubadora con control de temperatura.
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Imagen 2. Montaje agitador en la mcubadora
T =

Fuente: elaboracion propia.
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ANEXO C.
COLORACION NEGRO DE SUDAN

PREPARACION DE SUDAN NEGRO AL 0.3%

1. Para prepara 50 mL se pesan 0.15 g de sudan negro B, y se le
adicionan 50 mL de etanol al 70 %
2. Filtrar la tinciébn con una membrana

TECNICA DE SUDAN NEGRO EN EPPENDORF

Sacar 1 mL de la muestra obtenida

Colocar la muestra obtenida en un tubo eppendorf

Centrifugar a durante 10 minutos

Descartar el sobrenadante

Adicionar 440 pL de sudan negro al 0.3 %

Dejar incubar durante 20 minutos a 372C con agitacion constante

Centrifugar a durante 10 minutos

Descartar el sobrenadante

Adicionar 450 pL de agua destilada

10 Centrifugar a durante 10 minutos

11.Descartar el sobrenadante

12. Repetir pasos 9, 10 y 11, hasta completar tres lavados con agua
destilada

13. Adicional 1 mL de agua destilada

14.Homogeneizar la solucién con ayuda del vortex

15. Medir en el espectrofotdmetro, diluyendo la muestra 1:10 (2700 pL

de agua destilada + 300 pL de la muestra)

CoNoOO~WNE
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ANEXO D.
PROTOCOLO SSV IDEAM

1. Toma de muestra

Tome la muestra en tal forma que no contenga particulas flotantes grandes o
aglomerados sumergidos de materiales no homogéneos.

Refrigere la muestra a 4°C hasta el momento del andlisis para minimizar la
descomposicion microbioldgica de los solidos. Antes de iniciar el andlisis lleve
la muestra a temperatura ambiente. Efectie el analisis dentro de los siete dias
siguientes a la toma de la muestra.

Aparatos, reactivos y materiales

Aparatos

Horno digital

Balanza analitica

Bomba de vacio

Reactivos
1. Agua destilada
iii. Materiales
1. Aparato completo para la filtracion, para membranas de 47 mm de
diametro, capacidad de 250 mL, para ser utilizado para filtracion al vacio o a
presion, con recipiente receptor de filtrado.

WP =D

2. Filtros de fibra de vidrio, diametro 47 mm

3. Capsulas de ceramica 65 mm de didmetro para pesar

4. Pinzas metélicas para manejo de las capsulas de cerdmica y de los
filtros de vidrio

5. Microespatula metalica para manejo de los filtros de fibra de vidrio

6. Desecador para SST
7. Probetas de vidrio 100, 250, 500 ML
8. Frasco lavador

3. PROCEDIMIENTO
Preparacion del filtro o disco de fibra de vidrio: siempre maneje el disco

mediante pinzas metalicas y/o microespatula metalica. No manipule el filtro
con la mano

1. Marque cada capsula de ceramica con un numero de forma
consecutiva

2. Coloque el disco sobre el soporte, con el lado rugosos hacia arriba,
aplique vacio

3. Deje el vacio durante 1 minuto adicional para secar el disco

4. Cuidadosamente con la ayuda de una microespatula o de unas pizas,
retire el disco y coldquelo dentro de la capsula de ceramica correspondiente
5. Seque el conjunto (capsula + membrana) en el horno precalentado a

105°C por 1 hora.
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6. Lleve el conjunto a un desecador y deje enfriar por aproximadamente
por 15 minutos hasta temperatura ambiente

7. Pese y registre el peso del conjunto.
8. Repita el ciclo de secado enfriado y pesado. Registre el nuevo peso.
9. La maxima variacion aceptada en el peso del conjunto es de cinco

unidades en la cuarta cifra decimal. Si se cumple con este requisito se puede
decir que se ha alcanzado peso constante. En caso contrario se debe
someter a un nuevo ciclo de secado hasta que cumpla con el requisito
anterior.

Procesamiento de la muestra

10. Saque del desecador el conjunto correspondiente a la muestra que va
a procesar. Instale un disco en el equipo de filtracion. Haga vacio en el
sistema y fije el disco con una pequefia cantidad de agua destilada

11. Agite invirtiendo el recipiente varias veces

12. De la muestra recién agitada, tome rapidamente una alicuota medida
con probeta, transfiera cuantitativamente al filtro y registre el volumen total
filtrado.

13. Deje el vacio por un minuto mas para retirar el exceso de humedad del
filtro

14. Retire cuidadosamente el disco con ayuda de una microespatula 'y
cologuelo en la capsula correspondiente

15. Seque el conjunto en el horno a 103-105°C durante 1 hora

16. Lleve el conjunto a un desecador y deje enfriar aproximadamente por
15 minutos hasta temperatura ambiente

17. Pesey registre el peso del conjunto

18. Repita el ciclo de secado enfriado y pesado. Registre el nuevo peso
19. La maxima variacién aceptada en el peso del conjunto es de cinco
unidades en la cuarta cifra decimal.
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ANEXO E.
REPETICION DE DATOS CURVA DE CALIBRACION CEPA 10

Tabla 3: Repeticiones de datos curva de calibracion cepa 10

Tiemp Wo (g) Wf (g) Wi- OW Abosrbanci
0 Wo (mg) a
(@) 1570 nm
to 76.980 76.982 0.001 1.8 0.071
2 8
91.257 91.262 0.004 4.2
9 1 2
tl 80.947 80.949 0.002 2.4 0.088
1 5 4
89.652 89.857 0.205 205.
3 3 3
t2 90.547 90.55 0.002 2.3 0.103
7 3
82.988 82.993 0.005 5
8 8
t3 90.098 90.100 0.002 2.4 0.356
1 5 4
83.039 83.044 0.004 4.6
6 2 6
t4 89.695 89.700 0.005 5.4 0.368
5 9 4
86.841 86.841 - -0.5
9 4 0.000
5
t5 94.613 94.615 0.002 2.3 0.339
6 9 3
86.530 86.532 0.001 1.8
2 8
t6 89.694 89.704 0.009 9.9 0.727
1 9

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO F.
DATOS POR REPETICION DE LA CONCENTRACION DE LA BIOMASA'Y

COLORACION DE GRAM
Tabla 4: Repeticién 1 datos de concentracion celular

PRIMERA REPETICION (mg/mL)
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Tabla 5: Repeticién 2 datos de concentracion celular

SEGUNDA REPETICION (mg/mL)
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ANEXO G.
PROTOCOLO DETERMINACION BIOMASA CULTIVO MIXTO

Reactivos

- Muestra del caldo de fermentacion
- agua destilada estéril

Materiales

- Tubos Falcon de 15 mL

Procedimiento

1. Pesar tubos Falcon en balanza analitica

2. Tomar 5 mL de muestra del caldo de fermentacion en los tubos Falcon.
3. Centrifugar a 9000 g durante 10 minutos.

4. Descartar el sobrenadante

5. Adicionar al pellet 5 mL de agua destilada y resuspender la biomasa con ayuda
de

vortex.

6. Centrifugar a 9000 g por 10 min.

7. Descartar sobrenadante.

8. Reconstituir la biomasa con 5 mL de agua destilada.

9. Centrifugar a 9000 g por 10 min.

10. Descartar sobrenadante.

11. Secar a 75 oC durante 24 horas

12. Pesar el tubo Falcon con el pellet seco, cuantificar.

Nota 1: Si se observa que el medio de cultivo en el proceso de centrifugacion el
medio no tiende a dejar un sobrenadante claro, se recomienda diluir el medio de
cultivo con agua destilada antes del primer centrifugado, para facilitar la precipitacion

de la biomasa. Si se necesita determinar también la concentracién de sustratos

remanentes en el medio de cultivo tales como amonio, se debe conservar el
sobrenadante que resulta de la primera centrifugacion.
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ANEXO H. '
RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS REACTORES ACIDO GENICOS

RESULTADOS OBTENIDOS EN LOS REACTORES ACIDO GENICOS
En la figura 1 se encuentran los resultados de porcentaje de DQO convertido a
acidos grasos volétiles en los tres reactores.
Figura 1: % de DQO AGV's convertidos

ASTER 1

. %/ - m

40

19,7%

16

% AGV ‘s -DQO Convertido

P3 P3
R1 R2 R3

c2

Fuente: MORA Carlos Eduardo. Evaluacion De La Produccion De Acidos Grasos Volatiles (Agvs)
a Diferentes Alturas En Dos Tipos De Reactores Anaerobios (Astbr Y Ufbr.). Universidad Antonio
Narifio, 2017. p. 55

El porcentaje en unidades de DQO, con el que se midio la concentracién de cada
tipo de &cido en los reactores es evidenciable en las siguientes graficas:
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Figura 2: % DQO acido graso en R1

» ASTBR 1 (Inoculacion natural)
7
20 z
,., %
:E 154 %
3 %
R
%
1,4/A N 21
77, " - 0 ) oo
%5 DQr:‘JAcét % DQIOButi % qulmbutki% DQUIISDVEllé % DQ(IJU:alér %DQéPrnpi

Fuente: MORA Carlos Eduardo. Evaluacion De La Producciéon De Acidos Grasos Volatiles (Agvs)
a Diferentes Alturas En Dos Tipos De Reactores Anaerobios (Astbr Y Ufbr.). Universidad Antonio
Narifio, 2017. p. 55
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Figura 3: % DQO &cido graso en R2

18

16 -
14,8

14 -
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Fuente: MORA Carlos Eduardo. Evaluacién De La Producciéon De Acidos Grasos Volatiles (Agvs)

a Diferentes Alturas En Dos Tipos De Reactores Anaerobios (Astbr Y Ufbr.). Universidad Antonio
Narifio, 2017. p. 55
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Figura 4: % DQO A&cido graso en R3

UFBR (Lodo granular)
14 1 14
12
» 104
o
E
- B4
§ 6+ 56
8
4
28 32
7
0 | : . . . '
% DQOAcEtico % DQOButirico % DQOIsobutirico % DQOVakrico % DQOPropidnico
R3

Fuente: MORA Carlos Eduardo. Evaluacién De La Producciéon De Acidos Grasos Volatiles (Agvs)
a Diferentes Alturas En Dos Tipos De Reactores Anaerobios (Astbr Y Ufbr.). Universidad Antonio
Narifio, 2017. p. 55

Se observo que el acido acético fue el que mas se generd en los dos reactores
ASTBR, mientras que en el UFBR la mayor transformacion se dio a acido butirico.
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Absorbancia a610 nm
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ANEXO I.
Curva de calibracion DQO entre 100 a 900 mg DQO/L
Grafica 1. Curva de calibracion DQO (100-900 mgDQO/I)

Curva de Calibracion DQO

y =0.0003x+0.0143
R?=0.9876

0 200 400 600 800

Concentracién DQO (mg/L)

Fuente: elaboracion propia
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ANEXO J.
LINEALIZACION DE CADA UNA DE LAS CEPAS

Gréfica 2. Linealizacion de cepa 1

CEPA 1

y=0.0932x+4.6318
R?=0.9585

LN (X(mg/L))
w =~ v @ ~
w b e w1 N o

0 5 10 15 20 25
TIEMPO (h)

Fuente: elaboracion propia
Gréfica 3. Linealizacién de cepa 2

CEPA 2

y =0.0426x+5.3211
R?=0.9826 -

5.5

LN (X(mg/L))

b
n

0 5 10 15 20 25
TIEMPO (h)

Fuente: Elaboracién propia
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LN (X(mg/L))

LN (X(mg/L))

Grafica 4. Linealizacion de cepa 3
CEPA 3

y =0.0537x+5.135
R?=0.943

0 5 10 15 20 2

TIEMPO (h)
Fuente: Elaboracion propia

Gréfica 5. Linealizacion de cepa 4

CEPA 4

y=0.0857x+4.4263
R*=0.9658
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30
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Fuente: Elaboracion propia
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Grafica 6. Linealizacion de cepa 6
CEPA 6
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Fuente: Elaboracion propia
Gréfica 7. Linealizaciéon de cepa 8
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Fuente: Elaboracion propia
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LN (X(mg/L))

LN (X(mg/L))

6.5

Grafica 8. Linealizacion de cepa 9

CEPA S

y =0.0529x +4.8805
RZ=0.9661
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Fuente: Elaboracion propia

Gréfica 9. Linealizacién de cepa 10
CEPA 10

y=0.0676x+4.1753
R?=0.9697

5 10 15 20 25
TIEMPO (h)

Fuente: Elaboracion propia
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LN (X(mg/L))

LN (X(mg/L))

Grafica 10. Linealizacion de cepa 11

CEPA 11

y =0.0606x +4.7684
R? =0.9698

0 5 10 15 20 25 30
TIEMPO (h)

Fuente: Elaboracion propia

Gréfica 11. Linealizacion de cepa 12

CEPA 12

y =0.0597x+5.2401
R*=0.9381

0 5 10 15 20 25 30
TIEMPO (h)

Fuente: Elaboracion propia
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LN (X(mg/L))

Grafica 12. Linealizacion de cepa 13

CEPA 13

y=0.0822x+4.7292
R*=0.9512
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Fuente: Elaboracion propia
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, ANEXO K.
CONCENTRACION DE BIOMASA Y CONSUMO DE SUSTRATO.

Tabla 6. Consumo de sustrato medio 1-10% H. Ac

CONSUMO SUSTRATO M1

TIE ABSORBANCIA ABSORB DQO DQ INCREMENT
MP ANCIA DILU o o
O PROMEDI CION CONSUMO
o 2:2 SUSTRATO
0 0 0 0 0,2 0,2685 847,3 169 -
, , , 67 333 4,66
2 2 2 67
6 6 6
6 8 7
0 0 0 0,2
, , , 70
2 2 2
7 7 7
0 0 0
12 0 0 0 0,2 0,2653 836,7 167 21,11
, , , 72 778 3,55
2 2 2 56
7 7 7
2 2 1
0 0 0 0,2
, , , 59
2 2 2
5 5 5
9 9 9
24 0 0 0 0,2 0,2623 826,7 165 20,00
, , , 61 778 3,55
2 2 2 56
6 6 6
0 0 2
0 0 0 0,2
, , , 64
2 2 2
6 6 6
5 4 3
36 0 0 0 0,2 0,2580 812,3 162 28,89
, , , 58 333 4,66
2 2 2 67
6 5 5
0 7 7
0 0 0 0,2
, , , 58
2 2 2
6 5 5
0 7 7
48 0 0 0 0,2 0,2573 810,1 162 4,44
) , , 58 111 0,22
2 2 2 22
5 5 5
7 8 8
0 0 0 0,2
, , , 57
2 2 2
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60 0,2 0,2570 809,0 161 2,22

, 56 000 8,00

2 2 2 00

5 5 5

7 6 6

0 0 0 0,2
, 58

2 2 2

5 5 5

7 7 9

72 0 0 0 0,2 0,2559 805,3 161 7,34

, 56 278 0,65

2 2 2 56

5 5 5

6 7 5

0 0 0 0,2
) 56

2 2 2

5 5 5
4 7

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 7. Crecimiento microbiano medio 1-10% H.Ac

CRECIMIENTO MICROBIANO MEDIO 1

TIE ABSORBANCI X Ln(X(mg/L)) INCREMENTO

MP A (biomas DE BIOMASA
0] a (mg/L))
0 0,126 630 6,44571982 -

12 0,177 885 6,78558765 255

24 0,217 1085 6,98933527 200

36 0,335 1675 7,42356844 590

48 0,389 1945 7,57301726 270

60 0,421 2105 7,65207075 160

72 0,379 1895 7,54697412 -210

BIOMASA 1265 >INCREMENTOS 1265
PRODUCIDA BIOMASA

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 8. Consumo de sustrato m2-15% H. Ac

CONSUMO SUSTRATO M2

TIE ABSORBANCIA ABSORBA DQO D INCREME
MP NCIA DILU Q NTO
(0] PROMEDI CION (0] CONSUM
(0] 2:2 (0]
SUSTRAT
o
0 0 0 0 0 0,2670 842,3 1
) ) , ) 333 6
2 2 2 2 8
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2 2 2 2 3
4 4 4 4 5
5 4 5 5 ,
0 0 0 0 8
2 2 2 2
4 4 4 4
5 4 5 5

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 9. Crecimiento microbiano medio 2-15% H.Ac

CRECIMIENTO MICROBIANO MEDIO 2

TIE ABSORBANCI X Ln(X(mg/L)) INCREMENTO

MP A (biomas DE BIOMASA
0] a (mg/L))
0 0,152 760 6,63331843

12 0,29 1450 7,27931884 690

24 0,47 2350 7,76217061 900

36 0,598 2990 8,00302867 640

48 0,645 3225 8,07868823 235

60 0,737 3685 8,2120258 460

72 0,69 3450 8,14612951 -235

BIOMASA 2690 >INCREMENTOS 2690
PRODUCIDA BIOMASA

Fuente: Elaboracion propia

Tabla 10 Consumo de sustrato medio 3-20% H.Ac

CONSUMO SUSTRATO M3

T ABSORBANCIA ABSORBA DQO D INCREM
| NCIA DILUCIO Q ENTO
E PROMEDI N 2:2 (0] CONSUM
M (0] O
P SUSTRA
o TO
0 0 0 0 0 0,2598 818,444 16 -

, , , , 4 36

2 2 2 2 9

5 5 5 5

8 8 7 8

0 0 0 0

2 2 2 2
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Fuente: Elaboracion propia

Tabla 11. Crecimiento microbiano medio 3- 20% H.Ac

CRECIMIENTO MICROBIANO MEDIO 3

TIE ABSORBA X (biomasa Ln(X(m INCREMENTO DE

MP NCIA (mg/L)) g/L)) BIOMASA

0

0 0,122 610 6,4134
5896

12 0,197 985 6,8926 375
4164

24 0,405 2025 7,6133 1040
2498

36 0,564 2820 7,9444 795
9216

48 0,576 2880 7,9655 60
4557

60 0,652 3260 8,0894 380
8247

72 0,642 3210 8,0740 -50
2622

Fuente: Elaboracion propia

158



Tabla 12. Datos ecuacion Logistica

ANEXO L.

ECUACION LOGISTICA

m

B (Xrn

— X, + X eut)
Fuente: Elaboracion propia

Ecuacion 1: Ecuacion logistica
X, X ettt

Xo 6,324229226

Xm 8,249494865

I 0,058594183

TIEMPO X X CAL dif

0 6,371611847 6,324229226 | 0,002245113
12 7,025538315 7,169100823 | 0,020610194
24 7,779048645 7,676789122 | 0,01045701
36 8,003028666 7,955686587 | 0,002241273
48 8,078688229 8,101386312 | 0,000515203
60 8,212025805 8,175505408 | 0,001333739
72 8,14612951 8,212700978 | 0,00443176

Fuente: Elaboracion propia

RMS
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ANEXO M.
ECUACION EADIE-HOFSTEE

Tabla 13. Datos Ecuacion Eadie-Hofstee

b= (In(X(t))-
Tiempo In(X0))/ t-to /s u
0 0,0769 4,5661E-05 0,0769
12 0,0937 5,6782E-05 0,0937
24 0,0209 1,3110E-05 0,0209
36 0,0065 4,1711E-06 0,0065
48 0,0119 7,6238E-06 0,0119
60 0,0003 2,2041E-07 0,0003

Fuente: Elaboracion propia
Grafica 13. Linealizacion por la ecuacion de Eadie-Hofstee

Eadie-Hofstee

0,1

0,09 | v=1671,3x-0,0005

0.08 R? = 0,9997

0,07

0,06
= 0,05

0,04

0,03
0,02 L
0,01 —

0 @

0 0,00001 0,00002 0,00003 0,00004 0,00005

w/s

Fuente: Elaboracion propia
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ANEXO N.
REPETICION DE DATOS CURVA DE CALIBRACION CULTIVO MIXO

Tabla 13: Repeticion de datos curva de calibracion cultivo mixo

W inicial

W final

AW

PROMEDIO
AW(g)

PROMEDIO
AW(g)/ml

PROMEDIO
AW(mg)/L

D.O

to

25,6861

89,6364

0,0008

89,4529

89,4559

0,0031

32,4411

32,4434

0,0023

0,0021

0,0004

415,6

0,1320

t2

92,7262

92,7304

0,0042

90,9674

90,9721

0,0047

88,6581

88,6619

0,0038

0,0042

3,0000

846,7

0,2243

t3

90,4230

90,4291

0,0061

91,6433

91,6502

0,0069

82,3845

82,3903

0,0058

0,0063

4,0000

1253,3

0,3003

t4

25,6861

25,6952

0,0091

20,0048

20,0135

0,0087

23,0044

23,0138

0,0094

0,0091

5,0000

1813,3

0,4047

t5

94,1350

94,1451

0,0100

85,8121

85,8257

0,0136

94,8548

94,8712

0,0164

0,0134

6,0000

2672,7

0,5697

t6

29,8075

29,8231

0,0156

32,8179

32,8324

0,0145

30,7374

30,7541

0,0167

0,0156

7,0000

3120,0

0,6250

Fuente: Elaboracion propia

161



