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RESUMEN

El objetivo de esta investigacion fue evaluar el efecto de diferentes concentraciones
iniciales de azucares reductores y extracto de levadura en la produccion de
polihidroxibutirato por Bacillus sp. B23 a partir de residuos de la cerveceria. El medio de
cultivo se elabor6 a partir de los granos gastados de cerveceria y la levadura cervecera
residual, provenientes del proceso de elaboracion de cerveza de la empresa Isla Blanca
Company S.A.C (Nuevo Chimbote, Ancash). Se utiliz6 un disefio experimental
compuesto central rotable para estudiar el efecto de las variables sobre la produccion de
PHB y optimizar la productividad volumétrica y el contenido de PHB del microorganismo
empleando los sustratos residuales de cerveceria como Unica fuente de nutrientes. Los
ensayos permitieron establecer las concentraciones iniciales Optimas de azlcares
reductores (34.14 g/L) y extracto de levadura (4.41 g/L) del medio de cultivo para
maximizar la produccion de PHB con la cepa B23. La productividad incrementd en un
31% vy el contenido de PHB en un 22%, respecto a ensayos no optimizados. La
productividad y el contenido de PHB alcanzada a las 24 horas de cultivo por lote fue de
0.1245 g/L.h y 55.18%, respectivamente. Adicionalmente se determiné que la cinética
de produccién de PHB de la cepa B23 esta asociada al crecimiento. Este trabajo demuestra
el potencial para la produccion de PHB con Bacillus sp. B23 a partir de un hidrolizado de

granos gastados de cerveceria y un extracto de levadura cervecera residual.

Palabras clave: biopolimero, Bacillus, PHA, granos gastados de cerveceria, extracto de

levadura, optimizacion, superficie de respuesta, disefio central compuesto rotable
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ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the effect of different initial concentrations
of reducing sugars and yeast extract on the production of polyhydroxybutyrate by Bacillus
sp. B23 from brewery waste. The culture medium was made from spent brewery grains
and residual brewer's yeast, from the brewing process of Isla Blanca Company S.A.C
(Nuevo Chimbote, Ancash). A rotatable central composite experimental design was used
to study the effect of the variables on PHB production and optimize the volumetric
productivity and PHB content of the microorganism using residual brewery substrates as
the sole source of nutrients. The tests allowed to establish the optimal initial
concentrations of reducing sugars (34.14 g/ L) and yeast extract (4.41 g/ L) of the culture
medium to maximize the production of PHB with strain B23. Productivity increased by
31% and PHB content by 22%, compared to non-optimized trials. The productivity and
PHB content reached at 24 hours of batch cultivation was 0.1245 g / L.h and 55.18%,
respectively. Additionally, it was determined that the PHB production kinetics of strain
B23 is associated with growth. This work demonstrates the potential for the production
of PHB with Bacillus sp. B23 from a spent brewery grain hydrolyzate and a residual

brewer's yeast extract.

Keywords: biopolymer, Bacillus, PHA, spent brewery grains, yeast extract, optimization,

response surface, rotatable composite core design
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. INTRODUCCION

Los plasticos son polimeros que en su mayor parte se derivan de hidrocarburos fosiles
(Gilbert, 2016). Estos materiales son producidos en grandes cantidades ya que son
baratos, duraderos y muy versatiles; o que ha permitido su aplicacion en casi todas las
areas de la vida cotidiana. Sin embargo, la naturaleza de los pléasticos tradicionales es muy
resistente a la degradacidn quimica o bioldgica, por lo que se acumulan en vertederos, y
en ambientes naturales, causando graves problemas ambientales (Geyer, Jambeck, &
Law, 2017).

La basqueda de alternativas al pléstico tradicional es un area que esta siendo muy
investigada recientemente (Nakajima, Dijkstra, & Loos, 2017). Los esfuerzos estan
centrados en la produccion de plasticos biodegradables a partir de recursos renovables
(G. Kaur, Uisan, Ong, & Ki Lin, 2018). Entre los materiales que se han desarrollado hasta
la actualidad, los polihidroxialcanoatos (PHA) se presentan como uno de los polimeros
verdes del futuro, que se espera reemplacen gradualmente a los plasticos tradicionales
(Kourmentza et al., 2017).

Actualmente, existen varias compariias que se dedican a la produccion de PHA a escala
industrial (Kourmentza etal., 2017). Sin embargo, debido a su elevado costo, la
aplicacion de los PHAs en mercados de demanda masiva, como la industria del
empaquetado y embalaje, es muy limitada (Hartley Yee & Ray Foster, 2014). Por ahora,
el mercado de aplicaciones biomédicas es de los pocos que soportan los costos de estos
polimeros, ya que, ademas de ser biodegradables, demuestran una alta biocompatibilidad

con los tejidos humanos y animales (Koller, 2018c).

Los costos de produccion elevados de los PHASs estan asociados principalmente al uso de
materias primas de alta pureza como fuente de carbono y otros nutrientes, contribuyendo
hasta en un 50% de los costos del proceso (Koller & Braunegg, 2018). En este aspecto,
el empleo de materias primas residuales, baratas y abundantes, es una alternativa
potencial que puede ayudar a reducir ampliamente el costo de estos biopolimeros, y asi,

aumentar su competitividad frente a los plasticos tradicionales (G. Kaur, 2015).

Las industrias agricolas y alimentarias son una fuente abundante de residuos organicos

ricos en nutrientes. Sin embargo, la mayor parte de estos termina en vertederos
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municipales, plantas de tratamiento de aguas o son usados como alimento para animales
(Nielsen, Rahman, Rehman, Walsh, & Miller, 2017). Con la creciente disponibilidad de
estos recursos, y la necesidad por disminuir los costos de produccion de los PHAS, se
estan realizando numerosos esfuerzos para utilizarlos en el desarrollo de procesos de
produccion de PHAs sostenibles y eficientes (Pakalapati, Chang, Show, Arumugasamy,
& Lan, 2018; Rodriguez-Perez, Serrano, Pantion, & Alonso-Farifias, 2018).

Entra las actividades fermentativas méas antiguas, la elaboracion de cerveza, ha
trascendido hasta convertirse en una prolifera industria de consumo masivo. Durante la
produccion de cerveza se generan principalmente tres residuos: los granos gastados, los
lUpulos gastados, y la levadura cervecera residual (Mussatto, 2009). Al tener una gran
demanda a escala global, la industria cervecera produce cantidades significativas de estos
subproductos. En el Perd, la produccién de cerveza supera los 1.4 millones de litros
anuales (Backus, 2017), lo que resulta en la generacion de aprox. 280 mil kg de granos
gastados, y 28 mil kg de levadura residual (Mathias, de Aguiar, Silva, de Mello, &
Sérvulo, 2017; Mussatto, Dragone, & Roberto, 2006). Sin embargo, el uso de los
subproductos de cerveceria para aplicaciones de alto valor sigue siendo limitado, ya que
basicamente se venden como insumo para alimento de animales (Backus, 2011; Ferreira,
Pinho, Vieira, & Tavarela, 2010).

Para aprovechar eficientemente los subproductos de la industria cervecera para la
produccion de PHAS, es necesaria la aplicacion de microorganismos productores capaces
de metabolizar una mayor diversidad de azlcares (pentosas y hexosas) y que puedan
utilizar las proteinas presentes en la materia prima (mediante la produccién de proteasas,
por ejemplo). Si a esto se suma el uso de microrganismos capaces de acumular PHA
durante su crecimiento, se podria lograr el desarrollo de estrategias adecuadas para la
transformacion de los subproductos cerveceros en bioplasticos de forma eficiente y
econdémicamente viable. En este sentido, el uso de bacterias del género Bacillus es muy

atractivo.

Las bacterias del género Bacillus fueron los primeros microorganismos en los que se
descubri6 la acumulacion de polihidroxibutirato (PHB), el PHA méas comin y el méas
estudiado. Ademas de ser muy estables genéticamente, y tener tasas de crecimiento mas
altas que otras bacterias, las especies de Bacillus son ventajosas al momento de producir

PHAs porque carecen de lipopéptidos en su membrana celular, lo que facilita los procesos
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de extraccién y purificacion de estos biopolimeros (Mohapatra, Maity, et al., 2017).
Adicionalmente, estos microorganismos pueden producir copolimeros de PHASs a partir
de sustratos simples, baratos y diversos en estructura (Valappil, Boccaccini, Bucke, &
Roy, 2007). Estas y otras cualidades han sido reconocidas por muchos investigadores,
gue ya vienen evaluando el uso de diversas cepas de Bacillus como productoras de PHAS
a partir de numerosos residuos agroindustriales (Krueger & Radetski, 2012; Ramadas,
Singh, Soccol, & Pandey, 2009; Santimano, Prabhu, & Garg, 2009; Halami, 2008).
Gracias a su amplia capacidad para metabolizar diversos azlcares y producir multiples
enzimas extracelulares, se deberian explorar como candidatos para la produccion de PHA

a partir de los subproductos de cerveceria.

En procesos para la produccion de PHA a partir de residuos agroindustriales con cepas
de Bacillus, se han reportado concentraciones iniciales variables de azlcares presentes en
los hidrolizados (Sindhu, Silviya, Binod, & Pandey, 2013), y se han propuesto diferentes
concentraciones de extracto de levadura como suplemento de nitrégeno y otros nutrientes
(Hamieh, Olama, & Holail, 2013; Ramadas et al., 2009; Sukan, Roy, & Keshavarz, 2014).
Generalmente se suelen obtener mayores niveles de acumulacion de PHB en las células
a proporciones de carbono/nitrégeno elevadas en el medio de cultivo (Singh Saharan,
Grewal, & Kumar, 2014). Sin embargo, proporciones muy altas suelen generar inhibicion
en los microorganismos, mientras que proporciones muy bajas también podrian afectar

las condiciones fisiologicas de los mismos y reducir su produccion (Wei et al., 2011).

Por tanto, es necesario evaluar diferentes concentraciones de la fuente de carbono
(azlcares reductores del hidrolizado) y nitr6geno (extracto de levadura cervecera
residual) como parte del medio de cultivo para la produccién de PHB y mas precisamente,
evaluar el efecto que tienen sobre la productividad y el contenido de PHB. Algunos
autores han demostrado mediante analisis de procesos y evaluaciones econémicas, que la
productividad y el contenido de PHB son dos de los pardmetros mas importantes que
afectan el precio del PHB (Choi & Lee, 1997). De esta forma se podra planificar un uso
eficiente y racional de los subproductos de cerveceria, y desarrollar estrategias para su

maximo aprovechamiento en la produccion de polihidroxialcanoatos.



En base a lo anteriormente mencionado, en este trabajo de investigacion se emplearon
granos gastados de cerveceria y levadura cervecera residual para la elaboracion y
optimizacion de un medio de produccion de polihidroxibutirato (PHB) empleando un

cultivo de Bacillus sp. nativo, aislado en un estudio previo.
1.1. Problema

¢Cuadl es el efecto de diferentes concentraciones iniciales de azucares reductores (5.86,
10, 20, 30 y 34.14 g/L) y extracto de levadura (0.17, 1, 3, 5 y 5.83 g/L) en la produccion
de PHB por Bacillus sp. B23 a partir de un hidrolizado de granos gastados de cerveceria

y levadura cervecera residual?
1.2. Hipdtesis

La produccion de PHB de la cepa Bacillus sp. B23 en un medio de cultivo derivado de
residuos de la cerveceria sera maxima si contiene alrededor de 30 g/L de azUcares

reductores y 5 g/L de extracto de levadura.
1.3. Objetivos
1.3.1. Objetivo general

Evaluar el efecto de diferentes concentraciones iniciales de azucares reductores (5.86, 10,
20, 30 y 34.14 g¢/L) y extracto de levadura (0.17, 1, 3, 5y 5.83 g/L) en la produccion de
polihidroxibutirato por Bacillus sp. B23 a partir de un hidrolizado de granos gastados de

cerveceria suplementado con extracto de levadura cervecera residual.

1.3.2. Objetivos especificos

e Identificar el tipo de cinética de produccion de PHB (asociada o no al crecimiento)
de Bacillus sp. B23;

e Evaluar el efecto de diferentes concentraciones iniciales de azUcares reductores y
extracto de levadura en la productividad volumétrica de PHB (g de PHB /L.h) y
el contenido de PHB (g de PHB * 100% /g de biomasa total) de Bacillus sp. B23
mediante un disefio experimental compuesto central rotatorio; y

e Establecer las concentraciones iniciales éptimas de aztcares reductores y extracto
de levadura para la produccién de PHB por Bacillus sp. B23 a partir de un

hidrolizado de granos gastados de cerveceria y levadura cervecera residual.



1.4. Justificacion

La produccion de bioplasticos es una prioridad en una época de crisis ambiental y gran
demanda de materiales como la que se vive actualmente. En este sentido, el uso de
residuos de la cerveceria podria ser una alternativa atractiva para promover la produccion
de bioplasticos PHA en el Per(, a la vez que se revalorizan los subproductos de la
industria cervecera con un valor biotecnoldgico. La evaluacion de un medio de cultivo
derivado de granos gastados y levadura cervecera residual permitird desarrollar
estrategias adecuadas para el uso eficiente de estos subproductos en la produccion de
PHAs. Ademas, permitird redirigir la atencion hacia nuevas aplicaciones biotecnoldgicas
que empleen estos residuos, como la produccion de enzimas, u otros metabolitos segun
los microorganismos empleados, poniendo en practica el concepto de biorrefinerias, base
de la industria biotecnoldgica del futuro. Por estos motivos, la presente tesis busca
aprovechar los residuos de cerveceria como materia prima para investigar la produccién

de bioplastico.



Il. MARCO TEORICO
2.1. Biomasa Lignocelulésica

La biomasa lignocelul6sica es el recurso natural renovable méas abundante en el planeta.
Este material se deriva de las paredes celulares de las plantas; siendo producido a partir
de CO- atmosférico, agua y luz solar mediante la fotosintesis bioldgica (Zhou, Xia, Lin,
Tong, & Beltramini, 2011). La biomasa lignocelul6sica engloba a los residuos
agroindustriales, forestales, asi como cultivos herbaceos y lefiosos (Obruca, 2015).

La biomasa lignocelulésica se considera un recurso con una huella de carbono neutral, lo
que la convierte en una alternativa para limitar el consumo de recursos fosiles no
renovables como el petrdleo, ayudando a reducir las emisiones de CO. y la contaminacion
de la atmosfera (Isikgor & Becer, 2015; Zhou et al., 2011).

Debido a su abundancia, la biomasa lignocelul6sica tiene el potencial de ser un sustrato
renovable para la generacion de una amplia variedad de productos biotecnologicos,
quimicos finos y otros productos industriales de uso masivo, como polimeros o
combustibles (Hausman, Strauss, Ertan, & Siddiqui, 2016; Isikgor & Becer, 2015). Sin

embargo, lograr esto de una forma econémicamente viable continta siendo un desafio.

La lignocelulosa ha evolucionado para ser resistente a la degradacién quimica o biolégica.
Esta propiedad es una consecuencia de su composicion y estructura compleja (Isikgor &
Becer, 2015). En general, la pared celular de las plantas varia en su composicion de
acuerdo al material biol6gico de origen, pero los principales polimeros que lo conforman
son: la celulosa, la hemicelulosa y la lignina (H. Chen, 2014; Obruca, 2015).

2.2.  Celulosa

El principal componente de la biomasa lignocelulésica es la celulosa. La celulosa es un
polisacarido con una cadena lineal de glucosas unidas por enlaces f-1,4 glucosidicos
(Hausman et al., 2016). Tiene la formula general (CéH1205)n y la unidad que se repite en
sus cadenas es el disacarido celobiosa (Zhou etal., 2011). Las cadenas de este
polisacarido son largas y sin prolongaciones laterales, lo que permite que se empaqueten
fuertemente mediante interacciones de van der Waals y enlaces de hidrégeno, creando
microfibras cristalinas insolubles (Hausman et al., 2016). Ademas de regiones cristalinas

(ordenadas), la celulosa también contiene regiones amorfas (desordenadas) (Hausman



etal., 2016). La alta cristalinidad de este material le proporciona rigidez y soporte a la
pared de las células. Esta propiedad también dificulta su degradacion biol6gica y quimica,
por lo que se requieren pre tratamientos previos a su hidrolisis, para aumentar los

rendimientos de obtencién de azlcares (H. Chen, 2014).
2.3. Hemicelulosa

La hemicelulosa es el segundo polimero mas abundante. A diferencia de la celulosa, que
consiste solo de unidades de glucosa, la hemicelulosa es un polimero compuesto de dos
0 mas monosacaridos, entre ellos, xilosa, glucosa, manosa, arabinosa, galactosa y sus
derivados (H. Chen, 2014). Las cadenas de la hemicelulosa son heterogéneas, aleatorias,
con cadenas laterales y en consecuencia la estructura del polimero es amorfa (Isikgor &
Becer, 2015). La hemicelulosa forma una compleja red de enlaces con la lignina y la
celulosa que le otorga mayor fortaleza a las paredes celulares de las plantas (Isikgor &
Becer, 2015).

2.4. Lignina

La lignina es un polimero conformado por unidades de fenilpropano, enlazadas
aleatoriamente y de manera no lineal (H. Chen, 2014). En consecuencia, la lignina posee
una estructura tridimensional compleja (Isikgor & Becer, 2015). Este polimero se
encuentra unido con la celulosa y la hemicelulosa, formando un complejo estable lignina-
carbohidrato (H. Chen, 2014).

En las paredes celulares, la celulosa constituye un esqueleto en forma de microfibrillas,
mientras que la lignina y la hemicelulosa, unidas mediante enlaces covalentes, envuelven
estas microfibrillas (H. Chen, 2014) (Fig. 1).

LIGNINA

HEMICELULOSA

CELULOSA

Figura 1. Representacion esquematica de la estructura de la lignocelulosa. FUENTE:
(Mussatto & Teixeira, 2010).



2.5. Hidrdlisis de Materiales Lignoceluldsicos

La obtencion de azucares a partir de los materiales lignocelulésicos puede involucrar
tratamientos fisicos, quimicos, bioldgicos y/o enzimaticos (Verardi, De, Ricca, & Calabr,

2012). Entre estos, el método méas empleado es la hidrolisis quimica usando acidos.
2.5.1. Hidrdlisis acida

La hidrolisis acida de celulosa y hemicelulosa se realiza con acidos concentrados o
diluidos. Estos acidos catalizan la ruptura de las cadenas de los polisacaridos para formar
oligosacéridos de cadena mas corta y monosacaridos (Obruca, 2015). Los acidos mas
utilizados en la hidrélisis de biomasa lignoceluldsica son el acido sulfarico y el acido
clorhidrico (Obruca, 2015; Verardi et al., 2012). La hidrdlisis acida tiene la principal
ventaja de poder penetrar la lignina sin necesidad de pre tratamientos a la biomasa;

ademas, es mas rapida que una hidro6lisis enzimatica (Obruca, 2015; Verardi et al., 2012).

En los procesos de hidrdlisis con acidos concentrados, la concentracion del &cido suele
estar entre 10-30%. El proceso se realiza a bajas temperaturas, produciendo altos
rendimientos de hidrdlisis de celulosa. Sin embargo, la gran cantidad de &cido empleado

puede causar corrosion en los equipos (Verardi et al., 2012).

La principal ventaja de los procesos de hidrolisis con &cidos diluidos es la baja
concentracion de &cido requerida (2-5%). Sin embargo, el proceso se realiza a
temperaturas altas para acelerar la catalisis y obtener rendimientos aceptables (Verardi
et al., 2012). Temperaturas muy elevadas pueden generar la descomposicion de azlcares,
lo que resulta en la formacidn de compuestos toxicos (furfurales e hidroximetilfurfurales)
que pueden ser inhibidores para la fermentacion de los azlcares en procesos
biotecnoldgicos (Mussatto & Roberto, 2005; Obruca, 2015; Verardi etal., 2012). El
producto final de la hidrdlisis se denomina hidrolizado y contiene azucares
(principalmente) y otros compuestos en solucion. El hidrolizado generalmente necesita
ser neutralizado con una base y ademas, ser suplementado con otros compuestos como

sales, metales, etc., para su uso en fermentaciones (Mussatto & Roberto, 2008).



2.5.2. AzUcares Reductores

Gran parte de los azUcares producidos durante la hidrélisis de la biomasa lignocelulésica
son azUcares reductores, como la glucosa, xilosa y arabinosa. De hecho, todos los
monosacaridos son azucares reductores. Los azUcares reductores son aquellos que poseen
un grupo aldehido o cetona libre en sus atomos de carbono anoméricos (Fig. 2), lo que
les permite actuar como compuestos reductores en reacciones como la prueba de Tollens,
la prueba de Fehling y la prueba de DNS (&cido 3,5-dinitrosalicilico) (Ahluwalia &
Raghav, 1997).

CHO
-OH libre, azucar reductor
+ H——OH
HOH,C HO—1 H
H?q{j OH ——— H—l  oH
O H——OH
p-D-glucopiranosa
CH-0OH

Figura 2. Representacion de la estructura de la glucosa (B-D-glucopiranosa), un azucar
reductor. FUENTE: https://www.quimicaorganica.org

2.6. Residuos Agroindustriales

Los residuos agroindustriales son generados por el procesamiento industrial de productos
agricolas o animales (Mussatto, Ballesteros, Martins, & Teixeira, 2012). Los derivados
de actividades agricolas incluyen materiales como paja, tallos, hojas, cascaras, semillas,
pulpa o rastrojo de frutas, legumbres o cereales (arroz, trigo, maiz, sorgo, cebada...),
bagazos generados a partir de la molienda de cafia de azlcar, granos de café gastados,
granos gastados de la cerveza y muchos otros (Mussatto et al., 2012). Debido a su
abundancia, su disposicion suele generar problemas ambientales, y llegan a ocupar
espacio significativo en vertederos municipales, a la vez que requieren una inversion de

energia en su procesamiento y transporte (Mussatto et al., 2012; Nielsen et al., 2017).

Los residuos agroindustriales poseen un alto contenido de lignocelulosa en su biomasa,
son baratos, y generalmente estan disponibles en grandes cantidades durante todo el afio.
Estos materiales generalmente son poco valorizados, sin embargo, estan atrayendo mucha
atencion por ser considerados un recurso renovable barato y disponible para la produccién

de compuestos quimicos, materiales y biocombustibles (Vandamme, 2009).
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2.6.1. Residuos de la Industria Cervecera

Como parte del proceso de produccion de cerveza, se generan tres residuos principales:
los granos gastados de cerveceria, la levadura cervecera residual y los lUpulos gastados
(Mussatto, 2009) (Fig. 3). Entre estos, los granos gastados y la levadura residual se
encuentran en mayores cantidades. En el Peru, la produccion de cerveza supera los 1.4
millones de litros anuales (Backus, 2017), generandose entre 14 y 20 kg de granos
gastados, y entre 1.5 a 3 kg de levadura residual por hectolitro (Mathias et al., 2017). Sin
embargo, el uso de los subproductos de cerveceria para aplicaciones de alto valor sigue
siendo limitado, ya que se suelen vender como alimento para animales (Backus, 2011,
Ferreira et al., 2010).

Granos de - Adjuntos
cebada ) (opcional)

malteada |—p  Molienda —# Macerado 4+

Agua
—
Fraccion
liquida
Ebullicion Filtracion
(Mosto) Fraccion
sélida
GRANOS
l Fraccién GASTADOS
N solida
Enfriamiento LUPULOS
Fraccion GASTADOS
liquida
Fermentacion
Recoleccién
de células LEVADURA

’ RESIDUAL

T
;
&',

Figura 3. Representacion del proceso de produccion de cerveza y los puntos del proceso
donde se generan los principales residuos. FUENTE: (Mussatto, 2009).
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2.6.1.1.Granos Gastados de Cerveceria

Los granos gastados de cerveceria (Fig. 4) son el principal residuo generado durante el
proceso de produccion de cerveza, representando hasta el 85% del total de los residuos
(Mussatto, 2009). Se estima que se producen entre 14 a 20 kg de granos gastados de
cerveceria por cada 100 L de cerveza producida (Mathias et al., 2017). Por ahora, la
mayoria de los granos gastados de cerveceria es usado como alimento para animales
(Backus, 2011), por lo que urge aprovecharlos para la obtencion de productos de alto
valor (Mussatto, 2009). Otras aplicaciones de los granos gastados de cerveceria se
enfocan en la produccidn de energia (pirolisis, combustion, produccion de carbon, biogas
y etanol) y en procesos quimicos (extraccion de compuestos de alto valor, pulpa para
produccion de papel, materiales adsorbentes) y biotecnoldgicos (sustrato para
fermentaciones y produccidn de enzimas, extraccion de compuestos de valor por procesos

enzimaticos e inmovilizacion de enzimas) (Mussatto, 2014).

I mm

Figura 4. Apariencia de los granos gastados de cerveceria (A) Micrografia por
microscopia electrénica de barrido de muestra de granos gastados de cerveceria (B)
FUENTE: (Mussatto, 2009).
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2.6.1.1.1. Composicion de los Granos Gastados de Cerveceria

Los granos gastados de cerveceria estan compuestos principalmente de las cascaras de los
granos de cebada (Fig. 4). Segun el régimen usado en la maceracion, durante la
elaboracion de cerveza, pueden contener una cantidad de almiddn residual, y residuos de

otros cereales (Mussatto, 2009).

Los granos gastados de cerveceria son principalmente materiales lignocelulésicos, estan
compuestos de celulosa, hemicelulosa y lignina. Casi el 50% (peso/peso) de la
composicion de los granos gastados de cerveceria es celulosa y hemicelulosa, lo que
revela la gran cantidad de azlcares presentes en la biomasa, como glucosa, xilosa y
arabinosa (Mussatto, 2009). Los granos gastados de cerveceria también pueden contener
cantidades significativas de proteinas y aminodacidos, vitaminas, lipidos y minerales
(Mussatto, 2014).

La composicion quimica de los granos gastados de cerveceria puede variar
significativamente dependiendo de factores como la variedad de cebada usada, el tiempo
en el que fue cosechada, y las condiciones de cultivo, asi como las condiciones utilizadas

durante el malteado y el macerado (Mussatto, 2009).

En el Cuadro 1 se muestran algunos analisis de la composicion de los granos gastados de

cerveceria (Mussatto, 2014).

Cuadro 1: Composicion quimica de los granos gastados de cerveceria.

Item (Mussatto  (Kanauchi  (Carvalheiro, (. P. (Meneses,  (Waters,
& et al., Esteves, Silva Martins, Jacob,
Roberto, 2001) Parajo, etal, Teixeira, Titze,
2006) Pereira, & 2004) & Arendt, &
Girio, 2004) Mussatto, Zannini,
2013) 2012)
Componentes

(9/kg de materia seca)

Celulosa (glucano) 168 254 219 253 217 260
Hemicelulosa 284 218 296 419 192 222
Xilano 199 NR 206 NR 136 NR
Arabinano 85 NR 90 NR 56 NR
Lignina 278 119 217 169 194 NR
Grupos acetilo 14 NR 11 NR NR NR
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continuacion

Proteinas 153 240 246 NR 247 221
Cenizas 46 24 12 46 42 11
Extractivos 58 NR NR 95 107 NR
Minerales

(mg/kg materia seca)

Silicio 10740 NR NR NR NR 1400
Fosforo 5186 NR NR NR 6000 4600
Calcio 3515 NR NR NR 3600 2200
Magnesio 1958 NR NR NR 1900 2400
Azufre 1980 NR NR NR 2900 NR
Potasio 258.1 NR NR NR 600 700
Sodio 309.3 NR NR NR 137.1 100
Hierro 193.4 NR NR NR 154.9 100
Zinc 178.0 NR NR NR 82.1 100
Aluminio 36.0 NR NR NR 81.2 100
Manganeso 51.4 NR NR NR 40.9 NR
Cobalto NR NR NR NR 17.8 NR
Cobre 18.0 NR NR NR 114 NR
Estroncio 12.7 NR NR NR 10.4 NR
lodo NR NR NR NR 11.0 NR
Bario 13.6 NR NR NR 8.6 NR
Cromo 59 NR NR NR <0.5 NR
Molibdeno NR NR NR NR 14 NR
Boro NR NR NR NR 3.2 NR

NR: No reportado. FUENTE: (Mussatto, 2014).

2.6.2. Levadura Residual Cervecera

La biomasa de la levadura Saccharomyces es el segundo subproducto mas abundante de
la industria cervecera (Mussatto, 2009). En esta industria es usual el repicado de la
levadura, y generalmente es reutilizada varias veces (entre 4 a 6 veces), pasandola de una
fermentacion para iniciar la siguiente, antes de su disposicion final (Ferreira et al., 2010).
La biomasa de levadura es una rica fuente de nitrégeno, de proteinas, vitaminas de
complejo B, acidos nucleicos, otras vitaminas y minerales (Ferreira etal., 2010).

Productos de levadura cervecera son encontrados en forma de polvo, tabletas, o en forma
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liquida. Estos productos pueden ser aplicados como suplementos en comidas, o

mezclados con leche, sopas, jugos, entre otros (Ferreira et al., 2010; Podpora, Swiderski,

Sadowska, Rakowska, & Wasiak-Zys, 2016).

El potencial de la levadura cervecera

residual como materia prima de alto valor aiin no esta siendo explotado por completo ya

gue suele venderse como aditivo nutricional para alimento de animales (Ferreira et al.,

2010). Ademas, su disposicion puede ser un problema para el ambiente. Se han realizado

varios intentos por aprovechar esta materia prima como sustrato en procesos

biotecnoldgicos, por ejemplo, en procesos fermentativos como sustrato para el cultivo de

microorganismos.

Cuadro 2: Composicién de la levadura cervecera residual.

Componentes (% peso/peso)
Masa seca 92.8
Proteina cruda 44.2
Fibra cruda 1.9
Grasa cruda 3.8
Cenizas 6.5
Cenizas insolubles 0.5
Lignina 0.7
Almidon 0.9
AzUlcares totales 1.7
Sales Minerales (9/kg)
Calcio 2.8
Fosforo 12.5
Magnesio 2.2
Potasio 205
Sodio 1.68
Cloro 3.5
Azufre 4.2
Manganeso 31
Zinc 96
Cobre 19
Hierro 87
Selenio 0.06
Cobalto 0.5
Molibdeno 1
lodo 1
Vitaminas y pigmentos (mg/kg)
Vitamina E 2
Vitamina B1 tiamina 85
Vitamina B2 riboflavina 39
Vitamina B6 piridoxina 33
Vitamina B12 7
Niacina 445
Acido pantoténico 110
Acido Foélico 10
Biotina 1
Colina 3316

FUENTE: www.feedtables.com


https://www.feedtables.com/content/dry-matter
https://www.feedtables.com/content/crude-protein
https://www.feedtables.com/content/crude-fibre
https://www.feedtables.com/content/crude-fat-hydrolysis
https://www.feedtables.com/content/ash
https://www.feedtables.com/content/lignin
https://www.feedtables.com/content/starch
https://www.feedtables.com/content/total-sugars
https://www.feedtables.com/content/calcium
https://www.feedtables.com/content/phosphorus
https://www.feedtables.com/content/magnesium
https://www.feedtables.com/content/potassium
https://www.feedtables.com/content/sodium
https://www.feedtables.com/content/chlorine
https://www.feedtables.com/content/sulfur
https://www.feedtables.com/content/manganese
https://www.feedtables.com/content/zinc
https://www.feedtables.com/content/copper
https://www.feedtables.com/content/iron
https://www.feedtables.com/content/selenium
https://www.feedtables.com/content/cobalt
https://www.feedtables.com/content/molybdenum
https://www.feedtables.com/content/iodine
https://www.feedtables.com/content/vitamin-e
https://www.feedtables.com/content/vitamin-b1-thiamin
https://www.feedtables.com/content/vitamin-b2-riboflavin
https://www.feedtables.com/content/vitamin-b6-pyridoxine
https://www.feedtables.com/content/vitamin-b12
https://www.feedtables.com/content/niacin
https://www.feedtables.com/content/pantothenic-acid
https://www.feedtables.com/content/folic-acid
https://www.feedtables.com/content/biotin
https://www.feedtables.com/content/choline

2.6.2.1.Extracto de Levadura

El extracto de levadura es un producto procesado derivado de la biomasa de las levaduras,
que comprende los componentes solubles de las células (Zarei, Dastmalchi, & Hamzeh-
Mivehroud, 2016). Los extractos de levadura pueden ser producidos por la degradacion
de la pared celular de las levaduras usando enzimas enddgenas o exdgenas (Podpora et al.,
2016). También pueden ser preparados por hidrélisis &cida o enzimética y se suele
denominar al producto como “hidrolizado de levadura” (Podpora etal., 2016).
Independientemente del método empleado, el extracto de levadura es basicamente el
contenido nutritivo de las células (Zarei etal., 2016). Este producto es ampliamente
utilizado en la industria alimentaria como saborizante, aditivo nutricional o suplemento

vitaminico (Zarei et al., 2016).

Debido a su composicion rica en nutrientes, el uso del extracto de levadura es de interés
en la elaboracion de medios de cultivo para el crecimiento de microorganismos y
produccion de metabolitos como acido lactico, etanol, acido succinico, etc. (Ferreira
et al., 2010). El extracto de levadura también se ha utilizado como suplemento nutricional
y fuente de nitrogeno organica en muchos estudios para la produccién de PHA
(Babruwad, Prabhu, Upadhyaya, & Hungund, 2015; Getachew & Woldesenbet, 2016;
Page, 1992a; Quillaguaméan, Mufioz, Mattiasson, & Hatti-kaul, 2007).

2.7. Plasticos

La ISO 472 (“Plasticos —Vocabulario”) define a “plastico” de la siguiente manera: un
material que contiene como ingrediente esencial un polimero y que en alguna etapa de su
procesamiento hasta productos terminados puede ser moldeado por flujo (Simpson,
1995).

Los plasticos pertenecen a una familia quimica denominada polimeros (Gilbert, 2016). El
término polimero significa “hecho de muchas unidades”. Las pequefias moléculas
utilizadas para formar un polimero se denominan monémeros. Estos monémeros pueden
ser de uno o mas tipos. Para fines practicos los polimeros pueden definirse como grandes
moléculas orgéanicas construidas por repeticion de estas unidades quimicas (Gilbert,
2016), que pueden ser de origen fésil o natural (Plastics Europe, 2017).
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Los plasticos no son un solo tipo de material; son una gran familia de cientos de materiales
diferentes con una amplia variedad de propiedades (Plastics Europe, 2017). Por sus

caracteristicas y versatilidad son uno de los materiales mas utilizados en el mundo.
2.7.1. Clasificacion

Los plasticos se pueden clasificar en categorias segun diferentes criterios. Segun su
origen, pueden clasificarse como: 1) Bioplasticos, aquellos derivados de origen biolégico
(Plastics Europe, 2017). Por ejemplo, derivados de la celulosa, almidon, o mondémeros
producidos por microorganismos, etc. (Gilbert, 2016); 2) Plasticos sintéticos, aquellos

plasticos derivados del petroleo u otras fuentes no renovables (Gilbert, 2016).

Segun su comportamiento frente al calor, estos pueden ser: 1) termoplasticos, una familia
de plasticos que pueden ser fundidos cuando se calientan y se endurecen cuando se
enfrian, pero de forma reversible, por lo que pueden ser recalentados, remodelados y
enfriados repetidamente (Plastics Europe, 2017); 2) termocompuestos son una familia de
plasticos que cambian quimicamente cuando se calientan, creando una red tridimensional.
Una vez calentados y formados, no pueden ser refundidos para su remodelacién (Plastics

Europe, 2017). En el Cuadro 3 se indican algunos ejemplos.

Segun su biodegradabilidad, pueden clasificarse como: 1) No biodegradables, 2)
parcialmente biodegradables y 3) completamente biodegradables. EI término
biodegradabilidad generalmente se refiere a un material que puede ser degradado

relativamente rapido por agentes bioldgicos en un ambiente bioactivo (Gilbert, 2016).
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Cuadro 3. Ejemplos de materiales plasticos pertenecientes al grupo de termoplésticos y

termocompuestos.
Termoplasticos Termocompuestos
» Poli teraftalato de etileno (PET), Poliuretano,

Polipropileno (PP),

Poliestireno (PS),

Polietileno (PE),

Poliestireno expandido (PS-E),
Policloruro de vinilo (PVC),
Polimetacrilato de metilo (PMMA),
Poliamidas (PA),

Elastomeros termoplasticos (TPE),
Fluoropolimeros,

Poliarilsulfonato (PSU),
Policarbonato (PC), etc.

Resinas Epoxi,
Poliéster insaturado,
Resinas Acrilicas,
Ester de vinilo,
Urea-formaldehido,
Fenol-formaldehido,
Silicona,

Resinas fendlicas,
Resinas de melamina,

etc.

FUENTE: (Plastics Europe, 2017)

2.7.2. Bioplésticos

Se consideran bioplasticos a los plasticos que son de origen bioldgico o que son

biodegradables, o que poseen ambas caracteristicas (European Bioplastics, 2017).

Algunos biopléasticos son derivados de polisacaridos de origen vegetal como el almidon,

o la celulosa, mientras otros tienen un origen microbiano. En este ultimo caso, los

microorganismos son alimentados con materiales bioldgicos simples como azlcares,

acidos grasos, proteinas, entre otros, y pueden convertirlos en varios monémeros con los

cuales se pueden producir polimeros con caracteristicas muy similares a los plasticos

convencionales (Fig. 5). Los bioplasticos sintetizados a partir de estos monoémeros, suelen

ser facilmente biodegradables y pueden ser transformados en didxido de carbono, agua y

materia organica por gran variedad de organismos (Nehra, Jamdagni, & Lathwal, 2017).
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Figura 5. Blogues de construccion moleculares mas comunes de los biopolimeros,
todos producidos naturalmente por fermentacion bacteriana. FUENTE: (Raza et al.,
2018)

El que un bioplastico sea de origen biologico, no implica necesariamente que sea
biodegradable; la biodegradabilidad es una propiedad inherente de un material y no es lo
mismo a ser de base bioldgica (European Bioplastics, 2017; L. Kaur, Khajuria, Parihar,
& Singh, 2017). Un material puede ser de origen fosil y ser biodegradable, mientras que
un bioplastico de origen bioldgico puede no ser biodegradable. Por ejemplo, el etileno
empleado para la produccion del polietileno puede tener origen bioldgico (etanol de cafia
de azucar) u origen fésil (derivado del petroleo), y el producto final es un plastico no

biodegradable, en cualquier caso.
Tres de los grupos en la Fig. 6 pueden clasificarse como bioplasticos (Gilbert, 2016).

1. Plasticos no biodegradables. Por ejemplo: el polietileno (PE), polipropileno (PP),
poli(teraftalato de etileno) (PET), o poli(teraftalato de trimetileno) cuyo origen es
parcial o totalmente biol6gico (cuadrante superior izquierdo).

2. Plasticos de base bioldgica y a la vez biodegradables, como el polilactato (PLA)
y los poli(hidroxialcanoatos) (PHA) o el poli(succinato de butileno) (PBS)
(cuadrante superior derecho). En este grupo también estan polisacaridos como el
almidon y la celulosa, utilizados en mezclas para plasticos biodegradables.

3. Pléasticos biodegradables de origen fosil, como el poli(e-caprolactona) (PCL) o

poli(adipato-co-teraftalato de butileno) (PBAT) (cuadrante inferior derecho).
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Figura 6. Representacion en cuatro cuadrantes de los tipos de materiales plasticos segin
su origen y biodegradabilidad (Gilbert, 2016). Abreviaciones: PE, polietileno; PVC,
poli(cloruro de vinilo); PET, poli(tereftalato de etileno); PTT, poli(tereftalato de
trimetileno); PBT, poli(tereftalato de butileno); PLA, polilactato; PHA,
poli(hidroxialcanoato); PBS, poli(succinato de butileno); PP, polipropileno; PS,
poliestireno; PCL, poli(e-caprolactona); PBAT, poli(adipato-co-tereftalato de butileno).
FUENTE: (Gilbert, 2016)

2.7.3. Polihidroxialcanoatos
2.7.3.1.Generalidades

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres alifaticos biodegradables (Gilbert,
2016). Su estructura quimica basica se muestra en la Fig. 7. Algunos autores consideran
a los polihidroxialcanoatos como los uUnicos bioplasticos sensu stricto (Koller &
Braunegg, 2018), debido a que son completamente sintetizados por microorganismos, y
no requieren intervencion humana para su polimerizacion, como es el caso en todos los
bioplasticos de origen microbiano (PLA, PBS, PE, PTT, PPP) (G.-Q. Chen, 2010; G.-Q.
Chen & Patel, 2012).
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Figura 7. Representacion de la estructura basica de los polihidroxialcanoatos. R: cadena
lateral, x: nimero de grupos metileno -CH>- en el esqueleto principal del monémero, n:
numero de monomeros en la molécula o grado de polimerizacion. FUENTE: (Gilbert,
2016).

Estructuralmente los PHAs son una familia de poliésteres naturales muy diversa. Su
estructura basica esta compuesta de acidos 3-, 4-, 5- y 6-hidroxialcanoicos (Raza, Abid,
& Banat, 2018). A la fecha existen mas de 155 subunidades monoméricas, lo que
demuestra la gran variedad de polimeros de PHASs que pueden ser sintetizados por los
microorganismos, sus propiedades (Cuadro 4) y la amplia gama de aplicaciones que estos

biomateriales pueden tener. Célula procariota

Grénulos de PHA O
(“carbonosomas”) —= Q
Z O ()
O O cromosoma

Figura 8. Representacion esquematica de una célula procariota conteniendo granulos de
PHA (“carbonosomas”). FUENTE: Elaboracion propia.

Cuadro 4. Algunas propiedades de los PHA.

Propiedades de los PHA

e Termoplasticos e Pesos moleculares de 20 000 a 30 millones D
e Biodegradables e MonoOmeros quirales

e Biocompatibles o Pueden ser disefiados molecularmente

e Piezoeléctricos e Activos Gpticamente, no lineales

e Quebradizos hasta elasticos e Hidrofobicos

e Pueden tener grupos funcionales e No permeable a gases

FUENTE: (G.-Q. Chen, 2010).
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Los PHA son acumulados naturalmente por una gran diversidad de microorganismos
(Cuadro 5). Estos biopolimeros se almacenan como inclusiones citoplasmaticas,
denominadas granulos de PHA. En las células, los granulos de PHA cumplen la funcién
principal de reserva de carbono y energia, y su acumulacién inicia, generalmente, cuando
los microrganismos estan en situaciones de estrés, limitados por algun nutriente y en
presencia de un exceso de carbono (G.-Q. Chen, 2010). La acumulacion de PHA es un
mecanismo de supervivencia que les da a los microorganismos una ventaja ecologica
(Castro-Sowinski, Burdman, Matan, & Okon, 2010). Continuamente se le atribuyen
nuevas funciones fisiolégicas a los granulos de PHA y son descritos como
“carbonosomas” en analogia a los carboxisomas y magnetosomas, debido a la capa
proteica que los rodea, que indica que no solo se trata de granulos simples sino de
estructuras celulares organizadas y complejas como los organelos (Jendrossek, 2009;
Jendrossek & Pfeiffer, 2014; Koller, 2018b; Obruca et al., 2017).

Cuadro 5. Algunos géneros y especies microbianos productores de PHA.

Microorganismos productores de PHAs

e Bacillus spp.(G+) e Cupriavidus necéator (G-)

o Alcaligenes spp. (G-) e Aeromonas hydrophila (G-)

e Pseudomonas spp.(G-) e Rhodopseudomonas palustris (G-)

o Azotobacter spp. (G-) e Escherichia coli (recombinante) (G-)

Delftia spp.(G-) e Burkholderia sacchari (G-)

e Chromobacterium spp. (G+) e Halomonas boliviensis (G-)

e Staphylococcus spp.(G+)

G+: Gram Positivo; G-: Gram Negativo. FUENTE: (Amirul, Huong, Ramachandran, &
Kannusamy, 2015)

2.7.3.2.Tipos de Polihidroxialcanoatos

Los PHA pueden clasificarse en tres grupos: PHA de cadena corta (scl-PHA), PHA de
cadena media (mcl-PHA) y PHA de cadena larga (Icl-PHA), de acuerdo al nimero de
atomos de carbono en su cadena lateral. Los scl-PHA tienen menos de 5 carbonos,

mientras que los mcl-PHA tiene entre 5y 14 d&tomos de carbono (Fig. 9) y los Icl-PHA
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tienen mas de 14 atomos de carbono, aungue son muy raros y poco estudiados (Raza
etal., 2018).

)

R

) \

\
\{O)\)\< ) 0 o) 0 (o)
3HB8 JHV IHHx 3HO IHD 3HDD
a_/
scl-PHAS mel-PHAS

Figura 9. Estructura de los monémeros comunes de PHAs. Monomeros de scl-PHAS: 3-
hidroxibutirato (3HB), 3-hidroxivalerato (3HV). Mondmeros de mcl-PHAs: 3-
hidroxihexanoato (3HHXx), 3-hidroxioctanoato (3HO), 3-hidroxidecanoato (3HD), 3-
hidroxidodecanoato (3HDD). FUENTE: (G.-Q. Chen, 2010).

Adicionalmente los PHA se pueden clasificar como homopolimeros o heteropolimeros
(también llamados copolimeros) de acuerdo a las unidades monoméricas que los
componen. Uno de los copolimeros mas comunes y producidos a nivel industrial es el
polihidroxibutirato-co-valerato (Gilbert, 2016). La composicion de los PHA depende de
los microorganismos y sustratos empleados, en especial, la especificidad de la enzima
PHA sintasa que contiene el microorganismo (Gao, Chen, Wu, & Chen, 2011; Halevas
& Pantazaki, 2018).

H3C  H3CH,C

PHB PHV

Figura 10. Estructura quimica de los homopolimeros de PHA mas comunes:
polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxivalerato (PHV), y el copolimero de PHA maés
comdan: polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV). FUENTE: (Gilbert, 2016).
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2.7.3.3.Polihidroxibutirato (PHB)

El PHA mas comun y mejor estudiado es el homopolimero de 3-hidroxibutirato, poli(3-
hidroxibutirato), conocido como P(3HB) o PHB (Kucera etal., 2018). EI PHB fue
reportado por primera vez en 1926 por Lemoigne, como inclusiones citoplasmaticas en
las bacterias Gram positivas Bacillus megaterium, (L. Kaur et al., 2017; Nehra, Jamdagni,
& Lathwal, 2017). Desde entonces se han descubierto variedad de microorganismos que
son capaces de acumularlo, entre ellas, bacterias mesofilas (Bhagowati, Pradhan, Dash,
& Das, 2015) y arqueas extremdfilas (L. Kaur et al., 2017).

El PHB es quebradizo y rigido, lo que limita sus aplicaciones. Aun asi posee propiedades
mecanicas que lo asemejan al polipropileno, con la diferencia de que el PHB es
biodegradable (Gilbert, 2016). Al afadir unidades de hidroxivalerato (HV) al esqueleto
de PHB, se forma el copolimero polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV), mejorando las
propiedades del PHB dependiendo de la proporcion de unidades de HV afiadidas (Gilbert,
2016).

2.7.3.4.Aplicaciones de los Polihidroxialcanoatos

Los PHA fueron empleados originalmente para la fabricacion de contenedores de
cosméticos como botellas de champd, barreras contra la humedad en productos sanitarios
y como materia prima para la fabricacion de pintura (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz,
2016). Sin embargo, debido a que los PHA son de origen bioldgico, biodegradables y
biocompatibles, estan siendo utilizados en muchos otros campos y constantemente se

estan explorando nuevas aplicaciones (Fig. 11).

Las propiedades de los PHA son muy similares a las de los plasticos de origen fosil, y
ademas tienen otras caracteristicas excelentes (Cuadro 3) que los hacen mas atractivos
que los plasticos tradicionales cuando se destinan para la industria del empaque y para la
fabricacién de bienes desechables, especialmente aquellos relacionados con los alimentos
y consumibles (Tan, Yin, & Chen, 2017).

Los PHA también se estan aplicando como materiales biomédicos para suturas y
bioimplantes por su excelente biodegradabilidad y compatibilidad con tejidos humanos y
animales. Asi mismo se estan desarrollando nanoparticulas de PHA como sistemas de
liberacién de farmacos, e incluso pesticidas. Los monémeros derivados de diferentes

PHA se estan utilizando como precursores para la sintesis de fa&rmacos, o directamente
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como potenciales farmacos (Koller, 2018c; Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016; Tan
etal., 2017).

Otras aplicaciones de los PHA, sus mondmeros y derivados pasan por su uso como
biocombustibles, alimento para animales, material para impresion 3D y como potenciales
materiales inteligentes (Tan et al., 2017).

A pesar de los beneficios que tienen los PHA sobre los polimeros tradicionales, su
aplicacion masiva se ve limitada por su elevado costo de produccion (Blunt et al., 2018).
Solo pocas compafiias producen PHA actualmente a nivel piloto e industrial, y sus
aplicaciones estan restringidas a unos pocos nichos de mercado (Blunt et al., 2018). Sin
embargo, muchos investigadores creen que es posible lograr la viabilidad econémica de
los PHA y contintan ideando estrategias para lograr que estos bioplasticos desplacen,
eventualmente, a la industria tradicional de los plasticos (Koller & Braunegg, 2018;
Nielsen et al., 2017).

Bioplasticos

Farmacos y
Quimicos Finos

Alimentode
animales

Bioimplantes

Nanopartlculas

Figura 11. Aplicaciones de los PHA. FUENTE: (G.-Q. Chen, 2010; Tan et al., 2017).
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2.7.3.5. Métodos de Produccion de Polihidroxialcanoatos

La produccién de los PHA se puede realizar mediante sintesis natural o sintesis quimica.
La biosintesis de los PHA se ha reportado que se puede realizar hasta por 14 vias
metabolicas, incluyendo 3 rutas naturales y 11 rutas modificadas (Tan et al., 2017). La
biosintesis de PHB mediante la ruta | (Tan etal., 2017), es la ruta natural mejor
establecida, donde dos moléculas de acetil-CoA son combinadas por la enzima 3-
cetotiolasa (PhaA), para formar acetoacetil-CoA. Luego el acetoacetil-CoA es reducido a
3-hidroxibutiril-CoA por una NADPH-acetoacetil-CoA reductasa (PhaB) y finalmente la
enzima PHA sintasa (PhaC) polimeriza los monémeros para producir PHB (Gilbert,
2016).

Los PHA también pueden ser sintetizados por via quimica a partir de lactonas empleando
metales como catalizadores o utilizando enzimas como parte del proceso (Pollet &
Avérous, 2011). Aungue la sintesis quimica permite un mejor control de la estructura y
composicion del poliéster, la ventaja de la ruta biolégica es que se obtienen polimeros de
mayor peso molecular, no se necesitan sustratos costosos para obtenerlos y su método de
produccion es mucho mas simple, amigable con el medio ambiente y sostenible (Pollet &
Avérous, 2011).

Figura 12. Ruta | de la biosintesis de PHB. FUENTE: Elaboracién propia basado en
(Gilbert, 2016).
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2.7.3.6.Fermentacién microbiana para la produccion de PHA

La produccién de PHA puede ser realizada por células eucariotas y procariotas (L. Kaur
etal., 2017; Raza et al., 2018). Sin embargo, son los procariotas los que se han estudiado
mas extensivamente y los Unicos que se estan empleando a escala piloto e industrial en la
actualidad (Harvey; Williams & Kelly, 2018).

De entre los microorganismos que se utilizan para la produccién de PHA, se pueden
distinguir dos grupos (Giourieva, Papi, & Pantazaki, 2019). El primer grupo requiere
condiciones de estrés para producir PHA, como el estar en un medio limitado por un
nutriente esencial (fosforo, nitrégeno, oxigeno o magnesio) u otra condicion como un
cambio en el pH, a la vez que existe un exceso de carbono. En este caso, la produccién
de PHA no se realiza durante la fase de crecimiento. Ejemplos de microorganismos
pertenecientes a este grupo son Ralstonia eutropha, Pseudomonas oleovorans y
Pseudomonas putida (Raza etal., 2018). El segundo grupo de microorganismos no
requiere de una condicion limitante para producir PHA, por lo que se acumula durante la
fase de crecimiento. Ejemplos de microorganismos pertenecientes a este grupo son
Alcaligenes latus, Escherichia coli (recombinante) y Azotobacter vinelandii (L. Kaur
etal., 2017; Raza et al., 2018).

En la produccién de PHAs se pueden utilizar cultivos puros (un solo microorganismo) o
cultivos mixtos (co-cultivos definidos o comunidades microbianas naturales) (L. Kaur
etal., 2017). Los cultivos puros han sido la opcién preferida para la produccion de PHAS
a nivel industrial (Salehizadeh & Van Loosdrecht, 2004) y la mas estudiada (Serafim,
Lemos, Albuguerque, & Reis, 2008), pudiéndose alcanzar productividades volumétricas
de hasta 5.13 g/L.h con cultivos puros de Alcaligenes latus (Wang & Lee, 1997). Los
cultivos puros empleados suelen ser microorganismos naturales, o microorganismos
modificados genéticamente, como la bacteria Escherichia coli, con rutas metabolicas

obtenidas de bacterias nativas (Nielsen et al., 2017).

Las estrategias de fermentacion que se emplean para la produccién de PHAs son
variables; dependen de los cultivos microbianos utilizados, y de los sustratos disponibles.
Las formas de operacion mas tradicionales, involucran procesos en lote, lotes repetidos,
lotes alimentados y lotes alimentados ciclicos; sin embargo, estas modalidades ofrecen

una limitada productividad, o limitado control sobre la composicion del polimero (Koller,
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2018a). Algunas de las tendencias actuales son el uso de lotes alimentados con reciclaje

de células y procesos en continuo de una o varias etapas (Koller, 2018a).

Gracias a la versatilidad de los microorganismos y la gran variedad de rutas metabdlicas
que poseen, los PHAs se pueden producir a partir de diversos sustratos, especialmente
azucares, acidos organicos e hidrocarburos (Urtuvia, Villegas, Gonzalez, & Seeger,
2014). Sin embargo, una de las mayores limitaciones para la produccién a gran escala de
los PHAS es el costo de la fuente de carbono, que se estima entre un 28-50% del costo
total de produccidn (Nielsen et al., 2017). Por ello, el uso de residuos agroindustriales
para la produccion de PHAs es una alternativa muy atractiva, ya que proporciona sustratos
baratos y soluciona problemas ambientales relacionados al almacenaje y tratamiento de
estos residuos (Nielsen et al., 2017).

2.7.3.7. Bacillus como productoras de PHA

Las bacterias del género Bacillus son conocidas acumuladoras de PHA (G.-Q. Chen,
Konig, & Lafferty, 1991). De hecho, el primer PHA en ser descubierto y el més estudiado,
el poli-3-hidroxibutirato o PHB, fue reportado en la bacteria Bacillus megaterium, en
1926. En algunos casos, se ha reportado que las bacterias de este género pueden llegar a
acumular més del 80% de su peso en PHA (Mohapatra, Maity, et al., 2017).

Diversas especies de Bacillus son consideradas como organismos modelo tanto en la
industria como en la academia (Bunk, Biedendieck, Jahn, & Vary, 2010). Esto se debe a
que son muy abundantes en la naturaleza, poseen una gran estabilidad genética,
velocidades de crecimiento altas y producen una variedad de enzimas de interés comercial
(Mohapatra, Maity, et al., 2017).

Como productoras de PHA, las bacterias del género Bacillus ofrecen muchas otras
ventajas. Al ser bacterias Gram-positivas, estas bacterias no poseen lipopolisacaridos, que
son indeseables en aplicaciones biomédicas, lo que facilita el procesamiento del PHA
después de la fermentacién (Mohapatra, Maity, et al., 2017). Ademas, algunas de estas
bacterias estan entre las mas grandes de los procariotas, como es el caso de Bacillus
megaterium, lo que facilita el proceso de recuperacion de la biomasa (por centrifugacion
0 decantacion) a escala industrial. Las especies de Bacillus también son muy flexibles
metabdlicamente, pudiendo consumir diversos sustratos y, a partir de ellos, producir PHA

méas complejos que el PHB (Valappil, Boccaccini, etal., 2007). Estas bondades,
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combinadas con las enzimas hidroliticas que producen, les confieren una gran ventaja en
el uso de sustratos baratos, como los residuos agroindustriales o de otras industrias, para
la produccion de PHA de alto valor (Israni & Shivakumar, 2013; Mohapatra, Maity, et al.,
2017; Naranjo, Posada, Higuita, & Cardona, 2013).

A pesar de las ventajas que posee Bacillus, los microorganismos mas utilizados para la
produccion industrial de los PHA siguen perteneciendo exclusivamente al grupo de las
Gram-negativas (Valappil, Boccaccini, etal.,, 2007), generalmente porque su
acumulacion suele ser mas elevada, superando el 80% de su peso seco (Byrom, 1987)
creciendo rapidamente y acumulando PHA durante su crecimiento (Lee, 2000). En el

Cuadro 6 se muestran algunas de las bacterias Gram-negativas comunmente utilizadas.

La principal desventaja que posee Bacillus es su naturaleza formadora de endosporas
(Mohapatra, Maity, et al., 2017). El proceso de esporulacién es gatillado por las mismas
condiciones que promueven la acumulacion de PHAS, y ademas este se consume durante
el proceso (Castro-Sowinski etal., 2010), lo que provoca que los rendimientos
disminuyan y las productividades caigan. Sin embargo, con el conocimiento de su
fisiologia microbiana, la aplicacion de modificaciones genéticas y el desarrollo de
estrategias de fermentacion adecuadas (Mohapatra, Maity, et al., 2017), Bacillus podria
convertirse en la primera de las bacterias Gram-positivas que dé el paso del laboratorio a

la industria para una produccion eficiente de PHAs.

Cuadro 6. Cepas bacterianas comdnmente utilizadas para la produccion de PHA a gran

escala.
. Densidad . Contenido
Cepa m?t?\%'dad de celular g;ﬁg\de de PHA
(9/L) (%)
Alcaligenes latus Lote alimentado 112 P3HB 88
Ralstonia eutropha Lote alimentado 200 PHBV 75
Aeromonas hydrophila Lote alimentado 50 PHBHHx 50
Escherichia coli Lote alimentado 100 P3HB4HB 75

(recombinante)

P3HB: poli-(3-hidroxibutirato); PHBV: poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato);
PHBHHXx:  poli-(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato); P3HB4HB:  poli-(3-
hidroxibutirato-co-4-hidroxibutirato). FUENTE: (Tan et al., 2017).
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I1l. MATERIALES Y METODOS

El presente trabajo de investigacion se realizo en el Laboratorio de Investigacion en
Tecnologias Limpias y/o Emergentes de la Escuela de Ingenieria Ambiental,
perteneciente a la Facultad de Ingenieria Quimica de la Universidad Nacional de Trujillo,

en el distrito de Trujillo, departamento de La Libertad, Per.

3.1. Materiales

3.1.1. Granos gastados de cerveceria

Los granos gastados de cerveceria se obtuvieron de la cerveceria Isla Blanca Company
S.A.C (Nuevo Chimbote, Ancash) donde se realiza la elaboracion de cerveza artesanal
con 100% granos de cebada malteada. Los granos gastados se recuperaron después de la

etapa de maceracion y se mantuvieron en congelacién hasta su traslado al laboratorio.

Figura 13. Granos gastados de cerveceria donados por la cerveceria Isla Blanca
Company S.A.C.

3.1.2. Levadura cervecera residual
La levadura cervecera residual se obtuvo de la cerveceria Isla Blanca Company S.A.C

(Nuevo Chimbote, Ancash), a partir del lodo sedimentado al final de la fermentacion de

un lote de cerveza. El lodo se almacen6 en congelacion hasta su uso.

Figura 14.Sedimento de un lote cerveza que contiene la levadura cervecera residual,
donado por la cerveceria Isla Blanca Company S.A.C.
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3.1.3. Microorganismo

En un estudio previo durante la bdsqueda exhaustiva de microrganismos capaces de
producir PHA, una bacteria Gram positiva y formadora de endosporas, fue aislada a partir
de suelos agricolas. Esta cepa fue caracterizada y denominada Bacillus sp. B23 (Fig. 15),
e inicialmente, se determind, mediante tincién Sudan Black, que era acumuladora de
PHA. Posteriormente se confirmd, mediante cromatografia liquida (HPLC) vy
espectroscopia de infrarrojo (FTIR), que el PHA acumulado por esta bacteria era del tipo
polihidroxibutirato o PHB. Este microorganismo fue seleccionado por su gran
acumulacion de PHB y fue donado por el Laboratorio de Investigacion en Tecnologias
Limpias y/o Emergentes, para la realizacion de este trabajo. Segun la caracterizacion
realizada a esta bacteria, es productora de amilasas, proteasas y lipasas; y puede consumir
azUcares de cinco carbonos y seis carbonos, entre ellos xilosa, arabinosa y glucosa. La
cepa se mantuvo a 4°C en agar nutritivo (Atlas, 2010) con la siguiente composicién (g/L):
agar, 15.0; peptona, 5.0; NaCl, 5.0; extracto de levadura, 2.0; extracto de carne, 1.0;
ajustado a pH 7.4.

Figura 15. Micrografia de la cepa Bacillus sp. B23, donada por el Laboratorio de
Tecnologias Limpias y/o Emergentes, de la Universidad Nacional de Trujillo. (Aumento:
1000x con aceite de inmersion en microscopio Zeiss Primo Star).

3.2.  Métodos
3.2.1. Acondicionamiento de los granos gastados de cerveceria

Los granos gastados de cerveceria se lavaron con agua corriente y se secaron a 40°C por
72 horas, luego se trituraron con un molino de tornillo sin fin, hasta obtener particulas

que pasen por el tamiz de malla #30 (630 um) y que sean retenidas por el tamiz de malla
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#70 (212 pm). Finalmente, se conservaron en bolsas herméticas a temperatura ambiente
hasta su uso (Fig. 16). Adicionalmente, se realiz0 la caracterizacion quimica de los granos
gastados de cerveceria, para determinar su contenido de sélidos totales y humedad (Anexo
1.1), extractivos (Anexo 1.2), y holocelulosa (o, B y v celulosa) (Anexo 1.3) segun las
metodologias (TAPPI, 2009) y (NREL & MRI, 1998).

Figura 16. Acondicionamiento de los granos gastados de cerveceria. A) Lavado con agua
corriente; B) Secado; C) Granos gastados secos; D) Molido; E) Cernido; F) Conservacion.

3.2.2. Acondicionamiento de la levadura cervecera residual

La levadura cervecera residual se concentrd6 mediante centrifugacion a 5000 rpm para
recuperar la biomasa de las levaduras y separarla del liquido residual. Se lavo la biomasa
con agua, varias veces, centrifugando para separar el liquido de la biomasa cada vez (Fig.
17).

Figura 17. Acondicionamiento de la levadura cervecera residual. A) Centrifugacion; B)
Biomasa de levadura precipitada; C) Recuperacion de la biomasa de levadura.
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3.2.3. Preparacion del hidrolizado de granos gastados de cerveceria

El hidrolizado de granos gastados de cerveceria se obtuvo mediante hidrolisis acida de la
biomasa de los granos gastados siguiendo la metodologia de (Mussatto & Roberto, 2005),
empleando una solucidn al 1.25% (peso/volumen) de acido sulfurico, a una razon sélido

liquido de 1:8 (peso/peso), y a 120°C por 17 minutos (Fig. 18).

La hidrdlisis se realizé en un frasco de vidrio de 1 L con tapa rosca. En el frasco se pesd
104 g de granos gastados de cerveceria previamente molidos, tamizados (con malla #30
y #70, descrito previamente) y secados hasta un 4% de humedad. Se afiadié 800 g de agua
destilada y 10 g de &cido sulfurico concentrado (H2SO4 cc). Luego, el frasco con la mezcla
se colocd en un autoclave a 120°C por 17 minutos para realizar la hidrolisis. Después, el
material s6lido resultante fue separado por filtracion al vacio y el filtrado (hidrolizado)
fue concentrado en un rotavapor a 60°C y 100 mbar, hasta obtener una concentracién de
azucares reductores equivalente a 100 g/L de glucosa. El pH del hidrolizado se ajusto a
7.0 mediante la adicion de perlas de hidroxido de sodio (NaOH) y el precipitado formado
se removid por centrifugacion (4000 rpm x 15 min) y filtracion. El hidrolizado

concentrado y neutralizado se conservo en congelacion hasta su uso.

El hidrolizado fue caracterizado quimicamente para determinar la concentracion de
azucares reductores por el método DNS (Miller, 1959) segun (Adney & Baker, 2008)
(Anexo 2.1) , concentracion de glucosa utilizando glicemia enzimatica AA liquida
Wiener Lab (Wiener Lab, 2000) (Anexo 2.2), concentracion de nitrégeno total empleando
el Test 0-83 Nanocolor® Nitrogen Total TNy 22 (MACHEREY-NAGEL, 2016) (Anexo
2.3), concentracion de amonio con el Test 0-03 Nanocolor® Amonio 3 (MACHEREY -
NAGEL, 2019) (Anexo 2.4) y compuestos inhibidores (hidroximetilfurfurales y
furfurales) mediante cromatografia liquida (HPLC) (Li, Xu, Zhang, & Wang, 2017)
(Anexo 2.5).
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Figura 18. Preparacion del hidrolizado de granos gastados de cerveceria. A) Pesado de
granos gastados acondicionados; B) Mezclado con agua y acido sulfurico; C)
Autoclavado a 120°C por 17 minutos; D) Filtrado para separacion de la fraccion liquida
(hidrolizado de granos gastados); E) Concentrado del hidrolizado en rotavapor; F)
Neutralizacion del hidrolizado; G) Centrifugacion del hidrolizado para remocién de
precipitados; H) Filtracion para remocion de particulas remanentes; 1) Aspecto final del
hidrolizado.

3.2.4. Preparacion del extracto de levadura cervecera residual

El extracto de levadura se obtuvo siguiendo el protocolo de (Zarei etal., 2016). La
levadura cervecera residual, aproximadamente 200 g (peso himedo) previamente
concentrada y lavada se resuspendio en 1 L de agua ultrapura. La suspension preparada
se autoclavd a 115°C por 10 minutos, seguido de un enfriamiento rapido con hielo. Luego,
los restos de la biomasa se separaron por centrifugacion. El sobrenadante fue recuperado
y centrifugado cinco veces para asegurar la remocion de particulas insolubles remanentes.
El sobrenadante final fue autoclavado nuevamente y enfriado en un bafio frio. El extracto
liquido producido se concentr6 en un evaporador y finalmente se utilizé un liofilizador
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para obtener la forma sélida del extracto de levadura (Fig. 19) que se aplicd como
suplemento al medio de cultivo. Antes de su uso, se prepar6 una solucion concentrada de
30 g/L de extracto de levadura, que fue diluida segln se requiera en la fermentacion. El
pH de esta solucion se ajusté a 7.0. El extracto fue caracterizado quimicamente para
determinar la concentracion de azucares reductores por el método DNS (Miller, 1959)
(Anexo 2.1), la concentracidon de glucosa utilizando glicemia enzimatica AA liquida
Wiener Lab (Wiener Lab, 2000) (Anexo 2.2), la concentracion de nitrogeno total
empleando el Test 0-83 Nanocolor® Nitrogen Total TNy 22 (MACHEREY-NAGEL,
2016) (Anexo 2.3), y la concentracion de amonio con el Test 0-03 Nanocolor® Amonio
3 (MACHEREY-NAGEL, 2019) (Anexo 2.4).

Figura 19. Preparacion del extracto de levadura cervecera residual. A) Biomasa de
levadura himeda; B) Autoclavado de biomasa resuspendida en agua; C) Enfriado en bafio
frio; D) Centrifugado para remocion de sélidos y recuperacion del sobrenadante (extracto
de levadura); E) Autoclavado del extracto de levadura; F) Enfriado en bafio frio; G)
Concentrado en rotavapor; H) Liofilizado; 1) Aspecto final del extracto de levadura en
Seco.
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3.2.5. Cinética del microorganismo

Se evaluo la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 a nivel de matraces para conocer su perfil
cinético de acumulacién de PHB en cultivo por lote; es decir, si acumula PHB durante su
fase de crecimiento exponencial o durante su fase estacionaria. En una primera instancia
se realiz6 una cinética exploratoria con medio definido (medio M) disefiado para 3.55 g/L
de biomasa celular tedrica maxima (sin considerar acumulacion de polimero) (Anexo 7.1)
y luego se realizd una cinética de mayor extension, en medio complejo elaborado con los
sustratos derivados de los residuos de la cerveceria (medio H + EL) disefiado para 4.75
g/l de biomasa celular tedrica maxima (Anexo 7.3). El procedimiento para realizar la
cinética de ambos casos se describe en las siguientes secciones, y los resultados se
muestran en la seccion 4.2 'y 4.3 del capitulo IV “Resultados y Discusion”, pdg. 46 y 48,

respectivamente.
3.2.5.1.Reactivacion del microorganismo

Para la reactivacion de la cepa B23 se inoculd una azada en caldo nutritivo (misma
composicion que el agar nutritivo descrito anteriormente, pero sin agar) y se incubd a
30°C por 24 horas. Se prepararon nuevos viales con agar nutritivo y se inocularon con 50
uL a partir del cultivo liquido. Se incubaron los viales a 30°C por 24 horas (Fig. 20) y se

utilizaron en los ensayos o se conservaron en refrigeracion.

Figura 20. Reactivacion de cepa Bacillus sp. B23. A) Vial con cepa conservada a 4°C;
B) Cultivo en caldo nutritivo; C) Incubacion a 30°C; D) Vial con cepa incubada por 24
horas, listo para su uso o conservacion.

3.2.5.2.Preparacion del inoculo

Los in6culos para la cinética se realizaron a partir de los viales preparados previamente.

La cinética se realiz en medio definido y complejo, por lo que el indculo se realizé en el
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medio correspondiente. Las condiciones del inoculo fueron de 24 horas de incubacion a
30°C y 200 rpm en agitacion orbital, en un matraz de 125 mL con 30 mL de medio. Al
finalizar la incubacion, se centrifug6 el caldo de cultivo y se recuper6 la biomasa, la cual
se lavo hasta tres veces con agua destilada estéril. Luego, se resuspendié nuevamente en
agua destilada estéril y se ajustd la densidad optica a 0.5 con agua destilada estéril,
correspondiente a una concentracién de biomasa de 0.26 g/L (Anexo 2.6). Finalmente se
procedié a inocular los matraces con 3 ml cada uno, para asi completar los 30 ml de medio

de cultivo con las concentraciones requeridas.

Figura 21. A) Preparacion del inéculo de la cepa Bacillus sp. B23 en medio definido
M. B) Indculo al final de la incubacion.

Figura 22. A) Preparacién del indculo de la cepa Bacillus sp. B23 en medio complejo
H+EL. B) Incubacion de indculo a 200 rpm y 30°C.

3.2.5.3.Cinética en medio de cultivo definido

Se preparo6 el medio M (Anexo 3.1), un medio de cultivo industrial utilizado por varios
autores para la produccion de PHB (Atli¢ etal., 2011; Muhr et al., 2013; Rodriguez-

Contreras et al., 2013). Este medio de cultivo se utilizé para conocer la cinética de
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crecimiento microbiano, consumo de sustrato y produccion de PHB de la cepa en
condiciones definidas. En este caso, el medio estaba disefiado para soportar una biomasa
celular tedrica maxima de 3.55 g/L (asumiendo limitacion por fuente de nitrégeno)

(Anexo 7.1), sin considerar acumulacion de metabolitos como el PHB.

La cinética con el medio definido se realizé en 6 matraces de 125 ml con 30 ml de medio
M cada uno, sin control de pH, con un pH inicial de 7, a 30°C, 200 rpm y hasta las 72
horas de incubacién. Cada 24 horas se tomaron dos matraces como muestra (duplicado)
de un punto de la cinética. Posteriormente se analizaron las muestras para la
cuantificacion de glucosa, biomasa y acumulacion de PHB (cuyos procedimientos de

analisis se describen en la seccion 3.2.6.3. de Recoleccion de Datos, pag. 41).

Figura 23. A) Preparacion de medio de cultivo M. B) Matraces de cinética en incubacion
a 200 rpm y 30°C.

3.2.5.4.Cinética en medio de cultivo complejo

Este medio de cultivo denominado “H + EL” (por las iniciales de “Hidrolizado y Extracto
de Levadura”™) se utiliz6 para conocer la cinética de crecimiento microbiano, consumo de
sustrato y produccion de PHB de la cepa en medio complejo. Este medio se elaboré a
partir del hidrolizado de granos gastados de cerveceria y se suplementd con extracto de
levadura cervecera residual. En este caso se ajustd el medio de cultivo a una concentracion
inicial de 20 g/L de azucares reductores y se suplementd con una concentracion inicial de
2 g/L de extracto de levadura, disefiado para 4.75 g/l de biomasa celular teérica maxima
(Anexo 7.3). Para la formulacién del medio se diluyeron las soluciones previamente
elaboradas del hidrolizado de granos gastados de cerveceria (con una concentracion de
azucares reductores equivalente a 100 g/L de glucosa, ver seccion de Preparacion del

hidrolizado de granos gastados de cerveceria, pag. 32) y del extracto de levadura
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cervecera residual (solucion a 30 g/L, ver seccién 3.2.4 de Preparacion del extracto de

levadura cervecera residual, pag. 33). EI medio se autoclavé a 115°C por 30 minutos.

La cinética con el medio complejo se realiz6 en 12 matraces de 125 ml con 30 ml de
medio cada uno, sin control de pH, con un pH inicial de 7, a 30°C, 200 rpm, hasta ~85
horas de incubacién. Cada 12 horas aproximadamente, se tomaron dos matraces como
muestra (duplicado) de un punto de la cinética (en total se realizaron 6 puntos).
Posteriormente se analizaron las muestras para la cuantificacion de azlcares reductores,
biomasa y acumulacion de PHB (cuyos procedimientos de analisis se describen en la
seccién 3.2.6.3 de Recoleccion de Datos, pag. 41).

Figura 24. A) Inoculacion de cultivos para la cinética en medio complejo. B) Incubacion
de matraces de cinética en medio complejo H+EL. C) Matraces de cinética después de
incubacion.

3.2.6. Disefio experimental para optimizacién de la producciéon de PHB

Una vez conocida la cinética del microorganismo se procedio a la ejecucion del disefio
experimental para la evaluacion de la influencia de las variables y la optimizacion de la
produccion de PHB. En estos ensayos se emple6 el medio H + EL como unica fuente de
nutrientes, variando la concentracion de los azlcares reductores y el extracto de levadura
mediante dilucion de las soluciones concentradas elaboradas previamente.

Se usé un disefio central compuesto rotable 22 con cinco niveles codificados, incluyendo
4 réplicas en el punto central, 4 puntos axiales (0=*1.41421), y 4 puntos factoriales,
haciendo un total de 12 unidades experimentales (Cuadro 7). El experimento se realizo
por duplicado para los puntos factoriales y axiales, y los valores respuesta se reportaron

como el promedio.

Con este disefio se evalud el efecto de las variables independientes: concentracion inicial
de azUcares reductores (X1) del medio (cuya fuente es hidrolizado de granos gastados de

cerveceria) y la concentracion inicial del extracto de levadura cervecera residual (X2)
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(Cuadro 8) sobre las variables dependientes o respuestas: productividad volumétrica de
PHB (Qp) (g de PHB/L de medio de fermentacion * h) y el contenido de PHB (%PHB)
(g de PHB * 100%/g de biomasa total) a las 24 horas de cultivo. El %PHB es equivalente
al rendimiento Yp/x o rendimiento de producto respecto a la biomasa total, pero
multiplicado por 100%.

Se busco optimizar el medio de cultivo para maximizar las variables respuesta, por lo que
se aplico un criterio de deseabilidad para determinar las concentraciones iniciales ideales
de las mismas. Asi mismo se pudo obtener modelos de segundo orden a partir de los datos

recolectados con este disefio experimental.

Cuadro 7. Disefio experimental factorial central compuesto rotable 22

Variables?
Ensayo  Nivel codificado Nivel original
X1 X2 X1(g/L) X2 (g/L)
1 -1 -1 10 1
2 -1 +1 10 5
3 +1 -1 30 1
4 +1 +1 30 3)
5 -0 0 5.86 3
6 +a 0 34.14 3
7 0 -0 20 0.17
8 0 +a 20 5.83
9 0 0 20 3
10 0 0 20 3
11 0 0 20 3
12 0 0 20 3

4 X1:concentracion inicial de azUcares reductores; X»: concentracion inicial de extracto
de levadura.
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Cuadro 8. Valores de las variables independientes a los diferentes niveles del disefio
experimental.

Niveles codificados
Variables independientes  Simbolo

-1.4142 -1 0 +1 +1.4142
AzUcares reductores X, 5.86 10 20 30 34.14
(9/L)
Extracto de levadura
(/L) X2 0.17 1 3 5 5.83

3.2.6.1.Preparacion del inoculo

Para el indculo de los ensayos se ajusto el medio de cultivo H + EL a concentraciones
iniciales de 20 g/L de azucares reductores y 2 g/L de extracto de levadura. ElI medio se
autoclavo a 115°C por 30 minutos y posteriormente se ajusto el pH a 7 con NaOH 1M
estéril. Se tomd una azada de viales con biomasa microbiana con 24 horas de incubacion
y se inocularon en el medio de cultivo. Las condiciones del indculo fueron de 24 horas
de incubacion a 30°C y 200 rpm en agitacion orbital, en un matraz de 125 ml con 30 ml
de volumen de trabajo. Al finalizar la incubacion, se centrifugé el caldo y se recuperd la
biomasa, la cual se lavo hasta tres veces con agua destilada estéril. Luego, se resuspendio
nuevamente en agua destilada estéril y se ajustd la densidad oOptica a 1 (ODeoonm),
aproximadamente 0.5 g/L de biomasa (peso seco). Una vez ajustada la densidad Optica se

procedio a inocular los matraces del disefio experimental, con 3 ml cada uno, para asi

completar los 30 ml de medio de cultivo con las concentraciones requeridas.

Figura 25. A) Soluciones concentradas para la preparacion del medio complejo "H + EL"
del in6culo. B) Preparacion del indculo. C) Inéculo a al finalizar la incubacion.
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3.2.6.2.Fermentacion

La ejecucion del disefio experimental se realiz6 en matraces de 125 mL con 30 mL de
volumen de trabajo. EI medio de cultivo se elaboré a partir de las soluciones concentradas
del hidrolizado de granos gastados de cerveceria (solucién concentrada a 100 g/L de
azucares reductores equivalentes a glucosa) y del extracto de levadura (solucidn
concentrada a 30 g¢g/L de extracto de levadura), diluyendo con agua destilada
apropiadamente para alcanzar las concentraciones indicadas en el Cuadro 7. Las
diferentes versiones del medio soportan diferentes concentraciones de biomasa celular
tedrica como méximo, como se muestra en el Anexo 7.4. El medio de cultivo se autoclavd
a 115°C por 30 minutos, luego se ajust6 el pH a 7 con NaOH 1 M estéril. Posteriormente
se adicion6 3 mL del indculo a los 27 ml de medio de cultivo autoclavado y enfriado,

haciendo una relacion de indculo de 10%. Finalmente, los matraces se colocaron en una

incubadora de agitacion orbital a 200 rpm y 30°C por 24 horas.

Figura 26. A) Preparacion de los matraces para la fermentacion del disefio experimental.
B) Inoculacion de los matraces. C) Incubacion a 200 rpm y 30°C. D) Matraces luego de
la incubacion.

3.2.6.3.Recoleccion de datos

Una vez terminada la incubacion (24 horas), se retiraron los matraces, y se analiz6 a punto
final para la cuantificacion de azlcares reductores, nitrégeno total, biomasa y
acumulacion de PHB.

3.2.6.3.1. Cuantificacién de biomasa

Finalizada la fermentacion, se vertio el contenido de los matraces en tubos Falcon de 50
ml y se separd la biomasa mediante centrifugacion del caldo (4400 rpm por 10 mina T°
ambiente). Se separo el sobrenadante para otros analisis y se lavo la biomasa afiadiendo
agua destilada, se agitd y se volvié a centrifugar nuevamente. Este procedimiento se

repitio 3 veces en total. Al final, la biomasa se coloco en un crisol previamente pesado, y
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se seco en la estufa a 105°C por 24 horas. La biomasa se cuantificd por el método de peso

seco (Anexo 2.6).
3.2.6.3.2. Cuantificacién de azUcares reductores

Del sobrenadante recuperado en el procedimiento anterior, se diluy6 apropiadamente con
agua destilada antes de aplicar el método DNS (Miller, 1959) segun (Adney & Baker,
2008) (Anexo 2.1).

3.2.6.3.3. Cuantificacion de nitrdgeno total

Del sobrenadante recuperado tambien se analizo la concentracion de nitrogeno total
remanente en el caldo de cultivo. Para la cuantificacion de nitrégeno total se empled el
Test 0-83 Nanocolor® Nitrogen Total TNp 22 (Anexo 2.3)

3.2.6.3.4. Cuantificacién de PHB

Se utiliz6 la biomasa seca recuperada para cuantificar el contenido de PHB por HPLC
como acido crotonico (Diaz-Barrera, Andler, Martinez, & Pefia, 2016). En este caso se

hidroliza el PHB a acido crotdnico directamente de la biomasa (Anexo 2.7).

3.2.6.4.Anélisis de Datos

Los datos obtenidos se graficaron y analizaron utilizando el programa Microsoft Excel
2016 y el programa “Statistica” (Statsoft, USA) version 8.0. Las significancias
estadisticas de los coeficientes de regresion se determinaron mediante la prueba t de
Student, la significancia estadistica de la ecuacién del modelo de segundo orden se
determin6 mediante la prueba de Fischer, analisis de varianza (ANOVA) y coeficiente de
determinacion multiple, R%. Los valores 6ptimos de las variables se obtuvieron mediante
el andlisis grafico y numérico utilizando el programa “Statistica v8.0” basado en el

criterio de deseabilidad.
3.2.7. Ensayo de verificacion

Una vez determinados los valores Optimos para las concentraciones iniciales de las
variables, se realizd un ensayo de verificacion (por triplicado), en el que se prepard el
medio de cultivo teniendo esos valores en cuenta y manteniendo el resto de condiciones

constante.
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
4.1.  Caracterizacion de la materia prima

Se determinaron los componentes principales de los sustratos empleados para la
produccion de PHB, el hidrolizado de los granos gastados de cerveceria y el extracto de
levadura cervecera residual. Las concentraciones de los componentes mas importantes se

muestran en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Caracterizacion quimica del hidrolizado de granos gastados de cerveceria 'y
el extracto de levadura cervecera residual

Composicion Hidrolizado de granos Extracto de .Ievadura
gastados de cerveceria (*)  cervecera residual (**)

Azulcares reductores (g/L) 104.2 1.32

Glucosa (g/L) 6.19 0.108
Nitrégeno Total (g/L) 1.96 2.90

C/N (mol/mol) 24.81 0.21

Amonio NH4-N (g/L) 0.186 0.256
Furfural (mg/L) nd -
Hidroximetilfurfural (mg/L) 50 -

nd: no detectable.

*concentrado a ~100 g/L de azUcares reductores mediante rotavaporacion.

**en solucion a 30 g/L de extracto de levadura en agua ultrapura.

Los granos gastados de cerveceria y la levadura cervecera residual derivan de un proceso
industrial bien establecido. Debido a esto, su composicion es de esperarse que sea
constante en el proceso de elaboracion de un determinado tipo de cerveza, ya que de ello
depende un producto homogéneo y con caracteristicas especificas. Esto es beneficioso
desde el punto de vista de variabilidad de lote a lote, si la materia residual es empleada

en procesos fermentativos.

En el hidrolizado de granos gastados de cerveceria (elaborado a partir de 104 g de granos
gastados de cerveceria en 0.8 L de 1.25% H2SOa, ver seccion 3.2.3 de Materiales y

Métodos) se llego a obtener una solucion con ~45 g/L de azUcares reductores, que luego
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se concentro mediante rotavaporacion hasta ~100g/L de azucares reductores equivalentes

a glucosa, de forma similar a (Mussatto & Roberto, 2008).

Segun los ensayos de cuantificacion de glucosa, se determind que este monosacarido sélo
representaba aproximadamente el 6% de los azlicares reductores, ya que sélo se cuantifico
6.19 g/L de glucosa, en comparacion a los 104.2 g/L de azlcares reductores totales
(Cuadro 9). Por su parte, la concentracion de azlcares reductores y glucosa en el extracto
de levadura (disuelto a razon de 30 g en 1 litro de agua) es despreciable, considerando
que éste se diluiria entre 0.17 y ~6 g/L para los ensayos de optimizacion. De esta forma
se asume que la fuente de azucares principal del medio de cultivo elaborado con los dos
sustratos es el hidrolizado. Esto es de esperarse, ya que el contenido de azlcares libres en
el extracto de levadura es minimo, y lo poco que se pudo cuantificar probablemente sea
remanente del proceso de produccion de la cerveza, que no se eliminaron durante el
lavado de la biomasa de levadura, como parte de su procesamiento para la elaboracion

del extracto.

Adicionalmente se caracterizd, de forma cualitativa, la composicion de azlcares del
hidrolizado de granos gastados de cerveceria (Anexo 6.1, Fig. 54), mediante HPLC, con
un método en etapa de desarrollo, implementacion y estandarizacién al momento de
realizar los ensayos, pero que permitié conocer la composicion principal de azlcares,
aunque no se pudieron cuantificar los mismos. Mediante este método solo se pudo
confirmar la presencia de tres azUcares principales: glucosa, xilosa y arabinosa, tipicos de
los hidrolizados lignocelulésicos (Obruca, 2015). También se observaron picos de
celobiosa y fructosa, pero en cantidades aparentemente menores (Anexo 6.1, Fig. 54).
Probablemente habia otros azlcares, disacaridos y oligosacaridos, a juzgar por la
presencia de otros picos en los cromatogramas, de los cuales no se tenian estandares y
por lo tanto no se pudieron identificar (Anexo 6.1, Fig. 54). Debido a la baja
reproducibilidad del método, no se pudo emplear para cuantificar los azlcares presentes
en el hidrolizado, ni en las muestras de los ensayos, por lo que se empled la cuantificacion

de azucares reductores por el método DNS para monitorear el consumo de los mismos.

Adicionalmente, se caracterizé la composicion de la biomasa de los granos gastados de
cerveceria para conocer el origen de los azucares reductores presentes en el hidrolizado.

Se determiné que los granos gastados de cerveceria estaban compuestos por un 22.77%
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(% peso seco) de celulosa (alfa-celulosa), y un 77.23 % de hemicelulosa (73.43% de beta-
celulosa y un 3.8% de gamma-celulosa) (Anexo 1). Composicion similar se observé en
otros estudios con granos gastados de cerveceria (Mussatto & Roberto, 2005). Esto
explicaria la presencia de azlGcares como la xilosa, arabinosa y glucosa en el analisis
cualitativo por HPLC (Anexo 6.1, Fig. 54).

Por otro lado, se cuantificd una concentracion de nitrogeno total de 1.96 g/L en el
hidrolizado concentrado (solucién a ~ 100 g/L azucares reductores), lo que evidencia que
los granos gastados de cerveceria son también una buena fuente de nitrégeno, ya que
poseen un contenido de proteinas moderado, como también se observo en otros estudios
(Mussatto & Roberto, 2008). Esto se evidencid al momento de procesar el hidrolizado,
con la generacion de abundante espuma y precipitados cuando se filtraba la solucién o se
exponia a temperaturas altas y cambios de pH. En el caso del extracto de levadura
cervecera residual (solucion a 30 g/L), se cuantificd una concentracion de nitrégeno total
de 2.90 g/L. Esto significa que casi el 10% (peso seco) del extracto de levadura es
nitrogeno, lo que concuerda con la concentracion de nitrogeno total de extracto de
levadura comerciales, que fluctta entre el 8 y 12%, correspondiente a un contenido de
proteinas de 50 a 75% (BD Biosciences, s/f; EURASYP, s/f), y lo reportado por otros
investigadores para la levadura cervecera residual (Mathias, Alexandre, Cammarota,
Mello, & Sérvulo, 2015). Por otra parte, la concentracion de amonio en el hidrolizado y
el extracto de levadura fue baja (Cuadro 9), lo que indica que la mayor parte del nitrégeno
organico se encuentra en formas complejas como proteinas o péptidos, ya que solo se

cuantifica el extremo NH4-N de las mismas por el método utilizado (Anexo 2.4).

La relacion carbono/nitrégeno de 25 del hidrolizado es la ideal para la produccién de PHB
segun algunos autores (Singh Saharan et al., 2014). Por su parte, el extracto de levadura
es una buena fuente de nitrégeno y otros nutrientes (Zarei et al., 2016), que puede mejorar
el crecimiento y la produccion de PHB (Babruwad etal., 2015; Getachew &
Woldesenbet, 2016; Quillaguaman et al., 2007).

Finalmente se cuantifico la presencia de los principales compuestos inhibidores en los
hidrolizados: furfural e hidroximetilfurfural (HMF), en el hidrolizado de granos gastados
de cerveceria. El hidrolizado se obtuvo mediante un proceso de hidrélisis acida débil con
acido sulfarico. El principal problema de la hidrdlisis acida es que la descomposicion de
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los azUcares monomeéricos producidos durante la reaccién tiene lugar simultaneamente
con la hidrdlisis de los polisacaridos (la xilosa y la arabinosa se descomponen en furfural
y la glucosa en HMF (Mussatto & Roberto, 2005). Estos compuestos pueden tener efectos
inhibitorios en microorganismos productores de PHA (Dietrich, lllman, & Crooks, 2013;
Koller, Mar$alek, de Sousa Dias, & Braunegg, 2017). En este caso se cuantifico una
concentracion de 50 mg/L de HMF en el hidrolizado concentrado, mientras que el furfural
no se detectd (Cuadro 9), teniendo menos de 0.25 mg/L, segun los limites de deteccién
para furfural empleados en este trabajo (Anexo 2.5). En un estudio utilizando granos
gastados de cerveceria para la produccion de un hidrolizado &cido, se alcanz6 una
concentracion de furfural y de HMF de 138.6 mg/L y 93.7 mg/L, respectivamente
(Mussatto & Roberto, 2008). En contraste, las concentraciones de inhibidores

cuantificadas en este trabajo fueron bajas o indetectables.

4.2.  Cinética de produccion de PHB en medio definido
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Figura 27.Cinética de la cepa Bacillus sp. B23 en medio definido M.

En un primer ensayo se evalug la cinética de produccién de la cepa Bacillus sp. B23 hasta
las 72 horas (Fig. 27), en el medio definido conocido como “medio M”, utilizado para la

produccion de PHB a escala industrial (Kiling, 1982; Rodriguez-Contreras et al., 2013).

Segun (Rodriguez-Contreras et al., 2013), el medio de cultivo M agota su fuente de
nitrégeno primero, por lo que se asumid que estaba limitado por nitrogeno. Por supuesto,
esto depende de las necesidades del microorganismo empleado en la fermentacion. Un
analisis tedrico (Anexo 7.1), asumiendo una composicion estdndar para las bacterias,
reveld que el medio de cultivo podria estar limitado por nitrdgeno en cuanto a los
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macronutrientes. Sin embargo, respecto a otros nutrientes, se revelaron deficiencias en el
suministro de hierro, entre otros metales considerados como trazas (Anexo 7.1). Esto
significa que estos metales podrian limitar el crecimiento de los microorganismos, incluso
antes que el consumo del nitrégeno sea total. En esta cinética no se analizé el consumo
de nitrégeno por limitaciones en los materiales necesarios para el analisis, con lo cual se
podria verificar si es que el medio de cultivo “M” efectivamente estaba limitado por
nitrogeno. Al no ser determinante para la continuacion del trabajo, se prefirié emplear los
insumos para los ensayos posteriores, especificamente para cuantificar el nitrégeno total
al inicio de la fermentacion en los ensayos de optimizacién con el medio de cultivo
complejo. Esta informacidn es mas relevante porque permite deducir la relacion C/N que

afecta la acumulacion de PHB en muchos microorganismos.

De las muestras tomadas durante la cinética en medio definido (Fig. 27), se observé un
méaximo de produccion de PHB a las 21 horas de cultivo, con 55.97% (p/p) de contenido
de PHB acumulado en la biomasa. Asi mismo, se alcanz6 una biomasa total de 4.22 g/L.
Siendo la biomasa residual de 1.86 g/L. La biomasa residual en este caso se refiere a la
biomasa total menos el polimero acumulado, es decir a la biomasa celular como tal. Segin
calculos previos (Anexo 7.1) el medio tedricamente deberia soportar una biomasa celular
de 3.55 g/L, asumiendo limitacion por nitrégeno con una composicion promedio de una
bacteria con 12% de contenido de nitrégeno elemental (Egli, 2009). El hecho que la
biomasa celular haya alcanzado un maximo de 2.25 g/L a las 45 horas de cultivo (Fig.
27), indica que en el caso de Bacillus sp. B23 el medio de cultivo probablemente no esté
limitado por nitrégeno, o bien, que el porcentaje de nitrdgeno en bacteria, asumido para
el calculo tedrico, no es el correcto, ya que esta composicion es variable especialmente
en medios con limitacion de nutrientes (Folsom & Carlson, 2015). Sin embargo, de ser
asi, el porcentaje correcto estaria cerca del 18% de contenido de nitrégeno, lo cual es
improbable para una bacteria en un medio pobre en este elemento. De hecho el porcentaje
de nitrégeno deberia ser menor (Folsom & Carlson, 2015; Heldal, Norland, Fagerbakke,
Thingstad, & Bratbak, 1997). Lo mas plausible entonces es que el medio de cultivo para
el caso especifico de esta cepa sea deficiente en algln otro nutriente como puede ser el
hierro u otro elemento traza. Estas deficiencias se suelen encontrar en muchos medios de

cultivo minimos en la literatura (Egli, 2015).
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En el trabajo de (Rodriguez-Contreras et al., 2013) empleando el medio M con una cepa
de Bacillus megaterium uyuni S29 se alcanz6 una biomasa residual ligeramente mayor (>
4 g/L) a la teorica calculada en 25 horas, lo que tiene sentido si la composicion elemental
del microorganismo es menor al 12% empleado en el célculo tedrico. También se indica
que para este caso el medio si estuvo limitado por nitrdgeno ya que se verificd con
mediciones durante la cinética. Esto permite deducir decir que el microorganismo de ese
estudio era menos exigente en cuanto a otros nutrientes que podrian limitar el crecimiento
y por ende la acumulacién de PHB como paso en el caso de Bacillus sp. B23, ya que esta

Gltima no logré crecer (biomasa residual) al mismo nivel que la primera.

Continuado con el analisis de la cinética de Bacillus sp. B23 en el medio M, a partir de
las 21 horas se asumio6 que el microorganismo ingreso a la fase estacionaria ya que no se
observd un crecimiento significativo (zona de limitacion por nutriente), ademas la
acumulacion de PHB empez6 a disminuir ligeramente y el consumo de carbono (glucosa)
a partir de ese momento fue minimo. La disminucion en el contenido de PHB durante la
fase estacionaria es un comportamiento tipico de microorganismos del género Bacillus en
general, ya que el polimero acumulado sirve como fuente de carbono y energia en el
proceso de esporulacion que ocurre durante esta fase de su desarrollo (Castro-Sowinski
et al., 2010), justo después de finalizar la fase exponencial. Esta es una de las desventajas
principales de usar cepas Bacillus para la produccion de PHB (Mohapatra, Maity, et al.,
2017).

En base a lo observado en el primer ensayo (Fig. 27), es probable que la produccién de
PHB esté asociada al crecimiento, ya que no se observé un aumento en la acumulacién
de PHB durante la fase estacionaria, y considerar que esta fase inicie antes de las 24 horas

no parece razonable.

El conocimiento de la cinética del proceso fermentativo es muy importante para la mejora
de un proceso por lote (Mahmoudi, Baei, Najafpour, Tabandeh, & Eisazadeh, 2010). La
produccion industrial de PHB se realiza principalmente como lotes o lotes alimentados,
ya que la produccion en procesos largos y en continuo es susceptible a contaminacién y
degeneracion de las cepas (Enrico Grothe, Moo-Young, & Chisti, 1999). Por este motivo
se escogio la modalidad de cultivo por lote para este trabajo. Sin embargo, la produccién
de PHB en este tipo de proceso, puede consumir mucho tiempo, en algunos casos mas de
100 horas (Braunegg, Lefebvre, Renner, Zeiser, & Haage, 1995). En este aspecto, es
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esencial reducir el tiempo para minimizar costos, y un estudio exploratorio de la cinética

de produccion permite conocer el tiempo necesario para detener el proceso.

Las bacterias del género Bacillus pueden requerir 0 no una limitacion por nutrientes (junto
a un exceso de carbono) para la acumulacion de PHB de forma significativa (Mohapatra,
Maity, et al., 2017). La mayoria de bacterias investigadas para la produccion de PHB
requieren de un desbalance en las condiciones nutricionales que limite su crecimiento,
para poder acumular cantidades significativas de PHB (Braunegg et al., 1995). El requerir
de una limitacion del crecimiento implica que el polimero se acumule durante la fase
estacionaria, lo cual prolonga el tiempo del proceso. Por este motivo, en muchos casos se
deben tolerar largas etapas de acumulacion si se espera obtener altas concentraciones del
polimero en procesos discontinuos (Braunegg et al., 1995). Con ciertos microorganismos,
como Alcaligenes latus o Azotobacter vinelandii esto no es necesario, ya que la biosintesis
de PHB no depende de una limitacion del crecimiento y son capaces de producir el
polimero durante su crecimiento activo (Quillaguaman et al., 2007). La consecuencia de
este comportamiento es que el tiempo de fermentacidn para la produccion de PHB por
lotes, puede ser reducido sustancialmente (Braunegg et al., 1995) ya que el proceso se
detendria al alcanzar el crecimiento maximo. En este aspecto, la cepa Bacillus sp. B23
podria ser muy atractiva para la produccién de PHB si su crecimiento es rapido y la
acumulacion de PHB esta asociada al crecimiento, sin requerir de una limitacion por

nutrientes.

4.3.  Cinética de produccion de PHB en medio complejo

4.3.1. Ensayos previos con hidrolizado de granos gastados de cerveceria

Antes de realizar la cinética en medio complejo (con los sustratos derivados de los
residuos de la cerveceria), se comprobd que el hidrolizado por si mismo (denominado
medio H) podia soportar un crecimiento y produccion de PHB con la cepa Bacillus sp.
B23, alcanzando hasta 44.5% de acumulacion (Cuadro 10). Esto era de esperarse ya que
tiene una relacion inicial C/N (mol/mol) de ~25 (Cuadro 9), que es suficiente para obtener
un alto contenido de PHB en cepas de este género y otros microorganismos (Faccin et al.,
2009; Singh Saharan et al., 2014). Para este ensayo, el hidrolizado concentrado se diluyd
hasta 20 g/L de azucares reductores. El contenido proteico del hidrolizado es facilmente
aprovechable por las cepas del género Bacillus ya que secretan proteasas (Sangkharak &
Prasertsan, 2012) y de esta forma pueden aprovecharlo también como fuente de nitrdgeno.
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La capacidad metabdlica de la cepa Bacillus sp. B23 la convierte en una candidata para
valorizar residuos ricos en proteinas. Por otra parte, el hidrolizado contenia bajas
concentraciones de inhibidores furfural y HMF. Los microorganismos del género Bacillus
tienen una concentracion minima inhibitoria de 6.00 g/L y >6.00 g/L para furfural y HMF,
respectivamente (Dietrich etal., 2013), por lo que no se esperaban problemas de
inhibicion por estos compuestos. En base a estos hallazgos, el hidrolizado elaborado en
este trabajo podria ser empleado para la produccion de PHA como Unica fuente de
nutrientes. A pesar de este potencial, la productividad fue baja porque la concentracién
de biomasa residual fue de solo 0.88 g/L (Cuadro 10), probablemente por la falta de un
medio mas enriquecido, ya que el contenido de nitrogeno del medio soportaba una

produccion de biomasa celular de hasta 3.13 g/L (Anexo 7.2).

Cuadro 10. Resultados de ensayo inicial con hidrolizado de granos gastados.

Parametros Medio H Tedrico esperado
Biomasa total (g/L) 1.58* 3.13**
Biomasa residual (g/L) 0.88 -

%PHB 44.48 -
Productividad (g/L.h) 0.029 -

*Biomasa total, incluyendo acumulacion de PHB.
**Bjomasa celular sin incluir acumulacién de PHB.

Para aprovechar la levadura residual de la industria cervecera, en este punto, se elabor6
un extracto de la misma, con la finalidad de utilizarlo como suplemento de nutrientes para
el hidrolizado. Por esta razon se decidio estudiar el extracto de levadura residual de
cerveceria como suplemento al medio H (hidrolizado de granos gastados a 20 g/L de
azucares reductores), y evaluar la cinética de produccién de PHB con la cepa Bacillus sp.
B23 en este nuevo medio “H + EL”. Muchos autores sugieren que las fuentes de nitrégeno
complejas como la peptona, el extracto de levadura o el licor de maiz, pueden ser
suplementados para mejorar el crecimiento, asi como también la acumulacion de
polimero de los microorganismos, especialmente si lo acumulan durante su crecimiento
(Albuquerque & Malafaia, 2017; Borah, Thakur, & Nigam, 2002; Koller, Atli¢, Dias,
Reiterer, & Braunegg, 2010).
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4.4. Cinética de produccion de PHB en medio complejo H + EL
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Figura 28. Cinética cepa Bacillus sp. B23 en el medio H + EL

Para verificar si la produccion de PHB estaba asociada o no al crecimiento de la cepa
Bacillus sp. B23, se realizé otra cinética, pero esta vez empleando el medio complejo, “H
+ EL”. El medio de cultivo se elaboré tnicamente con un hidrolizado acido de los granos
gastados de cerveceria, que sirvié como fuente principal de carbono, y un extracto de
levadura cervecera residual, que sirvidé como fuente principal de nitrogeno y otros
nutrientes. En esta ocasion se consideré tomar una muestra adicional a las 12 horas de
cultivo para cuantificar la produccion de PHB vy el crecimiento en ese tiempo. Como se
puede observar en la Fig. 28, el contenido de PHB a las 12 horas fue proporcional a la
concentracion de biomasa hasta las 22 horas de cultivo, que es cuando se observé una
caida en el contenido de PHB (%PHB) y una concentracion constante de la biomasa,
tipicos de la fase estacionaria en Bacillus (Castro-Sowinski et al., 2010). En este caso se
observd un maximo de produccion de PHB a las 22 horas de cultivo, siendo de 47.40%
(peso/peso) el contenido de PHB acumulado en la biomasa. Asi mismo, se alcanz6 una

biomasa total de 3.97 g/L en ese tiempo.

Utilizando el medio de cultivo H se logré obtener una acumulacion de 44.48% de PHB,
sin suplemento de extracto de levadura (Cuadro 10) a las 24 horas de cultivo. En contraste,
cuando se suplementé el hidrolizado con 2 g/L de extracto de levadura se logré obtener
una acumulacién de 47.40 % de PHB y una biomasa total de 3.97 g/L (peso seco) (Fig.
29), lo que equivale a un aumento en la productividad de cerca del 300% en comparacion

con la obtenida sin suplementacion (Cuadro 11). Esto se debe al suplemento en nutrientes
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que representa el extracto de levadura, especialmente como fuente de nitrégeno vy

microelementos.

Cuadro 11. Comparacién de produccion de PHB en medioHy H + EL a las 24 y 22
horas de cultivo, respectivamente.

Parametros Medio H Medio H + EL
Biomasa (g/L) 1.58 3.97
%PHB 44.48 47.40
Productividad (g/L.h) 0.029 0.086
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Figura 29. Comparacion de la biomasa y el %PHB alcanzados en los medios de cultivo
HyH +EL.

Para que la aplicacién de los PHA sea comdn, los costos de produccién del polimero
deben ser minimizados. Muchos aspectos a considerar para alcanzar estos objetivos tienen
que ver con el microorganismo productor. Algunas de las caracteristicas ideales son: debe
crecer rapido en sustratos baratos y de preferencia debe acumular el polimero de manera
asociada al crecimiento (Braunegg et al., 1995). En este trabajo, la cepa Bacillus sp. B23
crecid rpidamente y a la vez acumul6 de forma paralela a su crecimiento, en menos de
24 horas, un maximo contenido de PHB, lo cual es ideal para un proceso de produccion

de PHB en lote, y mejor aln a partir de sustratos residuales.
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Muchas cepas de bacterias Gram negativas o Gram positivas pueden acumular PHA
(Babruwad et al., 2015). Sin embargo, la produccién a escala de estos polimeros suele
realizarse con bacterias Gram negativas, ya que en general acumulan un mayor contenido
de PHB en su biomasa. Una desventaja del uso de este tipo de microorganismos es que
contienen lipopolisacaridos (LPS), un tipo de endotoxina que puede estar asociado con
los PHA después de purificarse y provocar fuertes respuestas inmunoldgicas, lo que es
indeseable en aplicaciones médicas o alimentarias (Babruwad et al., 2015; Lopez et al.,
2012; Santimano et al., 2009). Las bacterias Gram positivas como las del género Bacillus
tienen caracteristicas ideales para un proceso de produccion de PHA ya que carecen de
endotoxinas (Santimano et al., 2009). Ademas, las bacterias de este género crecen muy
rapido, poseen varias enzimas hidroliticas y pueden producir co-polimeros a partir de
diferentes fuentes de carbono (Santimano et al., 2009). Esto las destaca como candidatas
potenciales para la produccién de PHB a partir de sustratos baratos como los residuos
agroindustriales. La cepa Bacillus sp. B23 demostré muchas de estas caracteristicas en

los ensayos, por lo que es un buen prospecto para continuar con estudios de optimizacion.

A pesar de que un medio complejo proporciona muchos mas nutrientes que un medio
definido, en los ensayos de cinética de produccién en diferentes medios de cultivo, se
tuvo un crecimiento y produccién de PHB ligeramente menores en el medio complejo
(Cuadro 12). Esto significa que la cepa de Bacillus sp. B23 no es exigente en cuanto a los
requerimientos nutricionales para la produccién de PHB. De hecho, el medio definido M
tenia una concentracion de nitrogeno total inicial 27% menor (0.43 g/L N) en
comparacion a la concentracion de nitrégeno total inicial del medio complejo (0.59 g/L
N); sales y minerales en concentraciones minimas, y no se adicionaron vitaminas ni
aminoacidos que en otros casos es esencial para un buen desempefio en las

fermentaciones.

El hecho de gue el crecimiento y la produccion de PHB haya sido ligeramente menor en
el medio complejo, podria significar que algin componente estaba en menor
concentracion, o bien, que existia algin inhibidor en el mismo, que afectd la actividad de
esta cepa. Sin embargo, después de analizarlo para presencia de compuestos como los
furfurales e hidroximetilfurfurales, se encontrd que la concentracion de los mismos era
muy baja para afectar el comportamiento de la cepa. Probablemente haya otros

compuestos que no se evaluaron, como el acido acético, acido férmico, acido levulinico,
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entre otros inhibidores, que podrian estar afectando el crecimiento (Koller, 2017; Sindhu
et al., 2013). O simplemente el nitrégeno en forma de sal de amonio en el medio definido
M, es maés facil de asimilar respecto al nitrdgeno que se encuentra en forma de proteinas
y péptidos principalmente en el medio complejo, los cuales tiene que ser hidrolizados en
primer lugar. Por ejemplo, (Borah et al., 2002) mencionan que obtuvieron un maximo
crecimiento y acumulacién de PHB con Bacillus mycoides RLJ B-017 empleando 2 g/L
de (NH4)2SO4 como fuente de nitrégeno inorgénico, que es el mismo compuesto a la
misma concentracion, que se emplea como parte del medio M. De igual forma, se
obtuvieron resultados prometedores con el medio complejo H + EL, por lo que es posible
utilizar este medio para la produccién de PHB, tal como se emplea el medio definido M

para la produccion a otras escalas (Rodriguez-Contreras et al., 2013).

Cuadro 12. Comparaciéon de los parametros de produccion obtenidos en medio definido
(medio M) y medio complejo (H + EL) a las 24 y 22 horas de cultivo, respectivamente.

Parametros Medio M Medio H + EL
Biomasa total (g/L) 4.22 3.97
%PHB 55.97 47.40
Productividad (g/L.h) 0.113 0.086

La cepa Bacillus sp. B23 tiene la capacidad de consumir azlcares de 5 y 6 carbonos segun
las pruebas bioquimicas realizadas en estudios previos. En base a esto, se evalu6 el
consumo de estos azlcares en el medio H + EL, haciendo el seguimiento a las muestras
de la cinética y analizdndolas por HPLC. Aunque no fue posible cuantificar las
concentraciones de estos azlcares (el método esta en etapa de estandarizacion y
validacidn), se evidenci6 la disminucion secuencial del area y la altura de los picos de los
azucares glucosa, xilosa y arabinosa, en ese orden (Anexo 6.2, Fig. 55), lo que equivale
a la disminucién en la concentracion de estos azucares durante la cinética. Esto es
evidencia que la cepa Bacillus sp. B23 consume preferentemente glucosa, lo cual es
comun en los microorganismos (L. F. Silva et al., 2004). De hecho, es solo durante el
consumo de este azlcar cuando se produce PHB, ya que luego de las 22 horas de la
cinética se observo una disminucion en el contenido de PHB (Fig. 28), a pesar que los

otros azUcares se seguian consumiendo (Anexo 6.2, Fig. 55). La habilidad de las cepas
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para consumir la glucosa en poco tiempo y producir un maximo de PHB, deja abierta la
posibilidad de reutilizar el caldo de fermentacion, enriquecido en azucares de 5 carbonos
como la xilosa y arabinosa, para otros procesos como la produccion de xilitol, arabitol u
otros compuestos de alto valor (Déavila, Rosenberg, & Cardona, 2016; Mussatto et al.,
2006; Mussatto & Roberto, 2008).

Como se menciond anteriormente, solo un 6% de los azUcares reductores presentes en el
hidrolizado corresponden a la glucosa, y a juzgar por los cromatogramas obtenidos para
la identificacion de los azcares presentes en el hidrolizado, la xilosa y arabinosa deberian
estar en concentraciones similares (Anexo 6.2, Fig. 55). Sin embargo, cuando se diluye,
de 104 g/L a ~20 g/L de azucares reductores, s6lo 1.2 g/L es glucosa y esta concentracion
no es suficiente para explicar la concentracion de biomasa y PHB alcanzadas en los
ensayos con el medio H + EL. Por ejemplo, en la cinética (Fig. 28) se puede observar que
la concentracion de azUcares reductores disminuye de 22 g/L iniciales hasta 16.8 g/L a
las 22 horas, siendo la diferencia mayor a la concentracién de glucosa en el hidrolizado
en este caso (1.32 g/L). Probablemente otros azucares ademas de la glucosa (y diferentes
de la xilosa y arabinosa), disacaridos u oligosacaridos cuantificados como azlcares
reductores deben estar siendo consumidos simultdneamente como fuente de carbono para

el crecimiento y la produccion de PHB.
4.5.  Optimizacién del medio complejo H + EL

En base a los resultados anteriores se continué con un disefio experimental con la
finalidad de optimizar la composicion inicial del medio de cultivo “H + EL” para la
produccion de PHB. La composicion del medio se modifico en funcion a la concentracion
inicial de azucares reductores (donde la fuente de los mismos es el hidrolizado) y la
concentracion inicial del extracto de levadura (fuente de nitrégeno principalmente)

suplementado al medio.

La optimizacion de las condiciones de fermentacion se ha utilizado sustancialmente para
mejorar productividades en muchos bioprocesos (Enrico Grothe et al., 1999). El método
de superficie de respuesta es uno de los métodos mas eficientes y es una herramienta
comunmente usada para este fin (Osman, Elrazak, & Khater, 2016) ya que provee una
prediccion de datos mas sistematica y capacidad de validacion para numerosos procesos
fermentativos (Mohandas et al., 2018). En este trabajo, los efectos de las variables
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experimentales: concentracion inicial de azlcares reductores (equivalentes a glucosa) y
concentracion inicial de extracto de levadura cervecera residual, fueron investigados
simultaneamente usando un disefio estadistico compuesto central rotable. Este tipo de
disefio es uno de los méas populares para estudiar el efecto de varios parametros para la
optimizacion de la produccién de PHA usando diferentes microorganismos (Mohandas
etal., 2018). Los experimentos fueron planeados para obtener modelos cuadraticos
capaces de describir la productividad volumétrica de PHB (Qeng) Y €l contenido de PHB
(%PHB). Estos pardmetros se consideraron como las variables respuesta ya que son los
méas importantes en la produccion de PHB si se busca obtener altas producciones y
minimizar los costos del proceso (Wang & Lee, 1997). El disefio experimental junto con

los resultados obtenidos se muestra en el Cuadro 13.

Adicionalmente se calcul6 la concentracién de biomasa total (X), la concentracién de
PHB (P) vy, el rendimiento de PHB respecto al sustrato (Yps), en este caso, azucares
reductores equivalentes a glucosa. Si bien, el rendimiento Yps es otro parametro que
determina el precio del producto PHB (Choi & Lee, 1997), para el caso de la optimizacién
no es préactico incluir este parametro como otra respuesta ya que como se puede observar
en el Cuadro 13, un alto Yps, que es ideal, no necesariamente esta alineado con una alta

productividad o una alta acumulacion de PHB.

Para optimizar multiples respuestas, en este caso maximizarlas, se necesita encontrar un
compromiso entre las variables independientes. Sin embargo, al incluir el rendimiento
Yps, se reducirian los valores de las respuestas consideradas méas importantes, Qpg y
%PHB, en aras de una mayor eficiencia en el uso de los azucares reductores. Al ser
azucares obtenidos a partir de residuos agroindustriales, su valor no deberia ser mas
significativo que el obtener mayores cantidades de producto. Por esta razdn no se incluyé
Yps como respuesta dentro de los analisis de optimizacion y se prefirié darle prioridad a
QrreY %PHB en este trabajo; pero si se calcularon los valores de este parametro para ser

tenidos en cuenta y posteriormente buscar mejorarlos.

Los resultados experimentales del Cuadro 13 fueron usados para estimar los efectos
principales (lineales y cuadréaticos) de las variables y sus interacciones (lineales) con el

programa Statistica v8.0.
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Cuadro 13. Matriz del disefio central compuesto rotable con las variables independientes
en forma codificada y natural.

Variables 2 Respuestas °
Nivel Nivel original
Ensayo codificado g Qers %PHB X P Yps
Xt % X1 X2 (9iL*h) (% p/p) (9/L) (g/L) (9/9)
(9lL)  (g/L)

1 1 1 10 1 0.0123+ 22.001+ 1337+ 0.295%+ 0.0305+
0.0015 2.031 0.0367 0.0352 0.0038

0.0445+ 31.038+ 3.438+ 1.068%x 0.1389%

2 -1 +1 10 > 0.0019 1.054 0.0317 0.0461 0.0072
0.0817+ 47957+ 4.087+ 1959+ 0.2935+

3 +1 -1 30 1 0.024 1.666 0.0200 0.0585 0.0359
0.1219+ 51385+ 5692+ 2924+ 0.2035%

4 1+l 30 5 Goo1s 0989 00250 00434  0.0009
0.0063+ 12.384+ 1.227+ 0.152+ 0.0340+

> ~a 0 5.86 3 0.0011 2.327 0.0133 0.0269 0.0069
0.1141+ 54274+ 5043+ 2.738x 0.1930+

6 to 0 34.14 3 0.0045 1.762 0.0333 0.1070 0.0045
0.0274+ 24444+ 2690+ 0.657%+ 0.0904%

7 0 _a 20 0.17 0.0034 3.051 0.0067 0.0804 0.0133
0.1119+ 48.018+ 5593+ 2686+ 0.2016%

8 0 to 20 5.83 0.0010 0.087 0.0600 0.0239 0.0053
9 0 0 20 3 0.0921 44.693 4.947 2.211 0.1754
10 0 0 20 3 0.0815 40.965 4,773 1.955 0.1587
11 0 0 20 3 0.0913 45.647 4.800 2.191 0.1732
12 0 0 20 3 0.0801 40.558 4.740 1.923 0.1603

@ Xi: concentracion inicial de azucares reductores; X.: concentracion inicial de extracto de
levadura. ® Qpug: productividad volumétrica de PHB; %PHB: contenido de PHB en biomasa; X:
concentracion de biomasa celular total; P: concentracion de PHB; Yps: Rendimiento de PHB

respecto a glucosa.

En las Fig. 30 y 31, se ilustra una grafica de Pareto para cada respuesta (Qpngy %PHB),

con todos los efectos estandarizados, a un nivel de significancia de 0.05. Se observé que

la concentracion inicial de azucares reductores (efecto lineal) tuvo la mayor influencia

sobre el %PHB, seguido de la concentracion inicial de extracto de levadura (efecto lineal)

(Fig. 30). El mayor efecto sobre la QpHe fue también la concentracion inicial de azlcares

reductores (efecto lineal), seguido de la concentracion inicial de extracto de levadura
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(efecto lineal), concentracion inicial de azlcares reductores (efecto cuadratico), y

finalmente, la concentracion inicial de extracto de levadura (efecto cuadréatico) (Fig. 31).

{1)Azlcares reductores {g/l)L)

{2)Extracto de levadurs (g/l)(L)

Azlicares reductores {g/1)Q) é -2.282
Extracto de levadura {g/I)(Q) -1.4;52
1Lby2L |
‘D=.05 i

Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 30. Grafica de Pareto para el contenido de PHB (% PHB). (L): lineal, (Q):
cuadratico. 1Lby2L.: interaccion lineal. Graficos obtenidos con Statistica v8.0.

(1)Azlicares reductores {g/I)(L) '// //// 12.919 -

(2)Extracto de levadura (g/l)(L) / /// 8.289
7
Azlicares reductores {g/1)(Q) %/ / -4.0143

Extracto de levadurs (g/1)[Q) // -2.554
74

7% i
1Lby2L / 0.489

p=.05
Standardized Effect Estimate {Absclute Value)

Figura 31. Gréfica de Pareto para la productividad de PHB (Qpng). (L): lineal, (Q):
cuadratico. 1Lby2L : interaccion lineal. Graficos obtenidos con Statistica v8.0.

45.1. Efecto de la concentracion inicial de azUcares reductores

Los graficos de Pareto (Fig. 30 y 31) revelaron un efecto principal lineal fuertemente
positivo de la concentracion inicial de azUcares reductores para todas las respuestas
estudiadas (Qrre Y %PHB). Esto significa que el valor de todas las respuestas se
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incrementa cuando la concentracion inicial de azUcares reductores en el medio

incrementa.

El %PHB maximo alcanzado fue de 54% para una concentracion de azlcares reductores
de 34.14 g/L y 3 g/L de extracto de levadura. Por otra parte, la Qprg méxima fue de 0.1218
g/L.h para una concentraciéon de azucares de 30 g/L y 5 g/L de extracto de levadura
(Cuadro 13). Sin embargo, el efecto de la concentracién de azlcares reductores no es
puramente lineal para la QpHe dado que el efecto cuadratico fue también significativo y
negativo (aunque esta influencia era menor) (Fig. 31). Esto quiere decir que, las
concentraciones iniciales de azlcares reductores muy bajas 0 muy elevadas no son las
mas adecuada para una produccién eficiente de PHB, pero probablemente haya una region
entre 30 y 35 g/L de azlcares reductores donde la productividad de PHB pueda ser
maximizada. Desde el punto de vista del crecimiento, el comportamiento de esta variable
tiene sentido, ya que la concentracion de biomasa es menor a concentraciones de azlcares
reductores iniciales bajas porque no permite mucho crecimiento, y también es menor a
altas concentraciones iniciales probablemente por efectos de inhibicién por sustrato
(Mussatto & Roberto, 2008).

La variable concentracion inicial de azucares reductores fue empleada para modificar la
concentracion del hidrolizado en el medio, es decir, cuadn concentrado o diluido estd como
parte del medio de cultivo. El hidrolizado no solo es una fuente de azucares, también
funciona como una fuente de nitrégeno y otros nutrientes (Mussatto & Roberto, 2008).
Como se pudo observar en un ensayo preliminar, este hidrolizado, diluido a una
concentracion de azucares de 20 g/L puede soportar una produccién de biomasa y PHB
determinadas (Cuadro 10). Al estar mas concentrado, para tener concentraciones de
azucares reductores mas elevadas, no solo la concentracion de azlcares sera mayor, sino
también la de los demés componentes. Dado que los azucares reductores son el principal
componente del hidrolizado, se decidié modificar la composicion del medio en base a
esta variable. Esta misma estrategia la han empleado otros autores que trabajan con
hidrolizados como fuente principal de carbono (Mussatto & Roberto, 2008; Sindhu et al.,
2013), refiriéndose a la concentracion de azlcares en el hidrolizado como variable
independiente que influencia en la produccion de PHB. En realidad, no se puede
modificar de forma independiente esta concentracion, a menos que se afiadan azucares

como la glucosa, xilosa, etc. (Pejin, Radosavljevié, Koci¢-Tanackov, Djuki¢-Vukovié, &
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Mojovi¢, 2017). De otra forma, la concentracion de los azlcares se puede modificar
unicamente mediante dilucion o concentracion del hidrolizado, como se realizo en este
trabajo. Hay que tener en cuenta que al concentrar el hidrolizado para alcanzar
concentraciones de azUcares reductores iniciales mas elevadas, todos sus componentes
aumentan en concentracion, entre ellos los potenciales inhibidores. El incremento en la
concentracion de otros compuestos inhibitorios en el medio puede causar dificultades a
los microorganismos (Mussatto & Roberto, 2008). Afortunadamente, los principales

inhibidores estaban en concentraciones muy bajas como para afectar el proceso.

La concentracion de azucares en el medio determina el crecimiento y la produccion de
PHB (Narayanan & Ramana, 2012). Por ejemplo, a través de la razon C/N (Ahn, Jho, &
Nam, 2015). Al aumentar la fuente de carbono del medio, se incrementa la relacion
carbono/nitrégeno (C/N (mol/mol), lo que tiene un efecto positivo sobre el %PHB en
muchos microorganismos (Getachew & Woldesenbet, 2016). Los azUcares también
pueden influenciar en la produccion mediante su concentracion, que puede llegar a ser
inhibitoria si es muy elevada (Mussatto & Roberto, 2008), afectando negativamente el

proceso.

En el caso de Bacillus sp. B23, que acumula PHB con el crecimiento y, de un hidrolizado
con una concentraciéon moderada de azucares y sin presencia significativa de inhibidores,
los azlcares tienen efecto en la medida que el nutriente limitante del hidrolizado esté
disponible. Es decir, los azlcares no se consumiran significativamente si el nutriente
limitante se consume primero, probablemente solo se utilizaria el carbono con fines de
mantenimiento llegado ese punto. Si el nutriente limitante se termina, las cepas de
Bacillus entran en fase estacionaria y se ha demostrado que en esta etapa generalmente el
PHB se consume (Castro-Sowinski et al., 2010; Ramadas et al., 2009; Valappil, Rali,
Bucke, & Roy, 2008). Claramente quedan azucares reductores en grandes cantidades en
el medio de cultivo (Cuadro 14), probablemente por un nutriente limitante no
identificado. Otra opcion para explicar estos remanentes es que a medida que se da la
fermentacion, se produzcan subproductos, incluidos acidos, que ocasionan cambios en
parametros como el pH, que afecten la actividad de las células y las indispongan para
seguir consumiendo los nutrientes del hidrolizado, a la vez que favorecen que los
microorganismos entren en una fase estacionaria cuando el medio aun no esta del todo

gastado. La produccién de inhibidores o &cidos organicos puede afectar el crecimiento y
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la performance del microorganismo productor (Faccin etal., 2009). Por eso seria
importante poder descartar el pH, por ejemplo, como limitante de la fermentacion. Esto
se podria hacer en un biorreactor con control de pH (Faccin et al., 2009). Asi mismo, la
aireacion puede ser otro limitante. Quiza la densidad celular, para las condiciones del
matraz, agitacion y volumen del medio, es la maxima. Esto también se podria evaluar
realizando el proceso a diferentes velocidades de agitacion, para descartar limitacion por
oxigeno (Faccin et al., 2009). Con el medio de cultivo optimizado, se podrian revisar estos
aspectos en estudios posteriores con esta cepa, para continuar mejorando el proceso de
produccion de PHB a partir de los residuos de la cerveceria.

Cuadro 14. Resultados de consumo de azucares reductores a las 24 horas de cultivo.

Variables Aziicares e Aot Orve oePHB
X1 X, r_eductores ansﬁlrjﬁ%g: .

@y @D residuales (g/L) (g/L*h) (% plp)
10 1 5.575 44.25 0.0123 £0.0015  22.001 + 2.031
10 5 2.766 72.34 0.0445 £0.0019  31.038 + 1.054
30 1 22.766 24.11 0.0817 £0.024  47.957 + 1.666
30 5 17.936 40.21 0.1219+0.0018  51.385 + 0.989

5.86 3 1.706 70.90 0.0063 +0.0011  12.384 +2.327

34.14 3 19.497 42.89 0.1141 £0.0045  54.274 +1.762
20 0.17 13.49 32.55 0.0274 £0.0034  24.444 +3.051
20 5.83 9.055 54.72 0.1119 £ 0.0010  48.018 +0.087
20 3 9.697 51.51 0.0862 £ 0.0031  42.966 + 1.2901

X1: concentracion inicial de azUcares reductores; X,: concentracion inicial de extracto de levadura

Para aumentar el aprovechamiento de los nutrientes del hidrolizado, incluidos los
azucares reductores, para la produccion de PHB, se evalud el efecto de suplementar el

medio con extracto de levadura.
45.2. Efecto de la concentracién inicial de extracto de levadura

La variable concentracion inicial de extracto de levadura presentd un efecto principal
lineal positivo (significativo a un nivel de confianza de 95%) para todas las respuestas
estudiadas (Qrre Y %PHB) (Fig. 31). La influencia lineal del extracto sobre el %PHB no
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es tan grande como la de los azUcares reductores, y esto podria deberse a que, una mayor
concentracion inicial de extracto de levadura supone una mayor concentracion de
nitrogeno. Esto disminuye la relacion C/N, lo que no es muy favorable para alcanzar
%PHB altos en muchos casos (Ahn et al., 2015; Cui, Shi, & Gong, 2017; Faccin et al.,
2009; Getachew & Woldesenbet, 2016). A pesar de esto, se observé un incremento del
%PHB con el incremento de la concentracion inicial de extracto de levadura en los niveles
empleados en este trabajo. Resultados similares se obtuvieron con extracto de levadura y
otras fuentes de nitrégeno complejas como la peptona, extracto de carne, etc. (Babruwad
et al., 2015; Page, 1992b; Quillaguaman et al., 2007).

La proporcién C/N inicial estuvo en un rango de 6.99 a 23.78 en el medio de cultivo
(Anexo 3.2, Cuadro 20). Se observo que, si C/N era menor de 10, la acumulacion de PHB
no se veia favorecida. Por otro lado, si C/N era mayor de 10, la acumulacion era mayor,
pero dependia de la concentracion inicial de azlcares reductores. Fue necesario que
hubiese una concentracion inicial de azucares reductores mayores a 20 g/L para tener
acumulacion del polimero alrededor del 50% con esta cepa (Anexo 3.2 Fig. 52). Por su
parte, una concentracion inicial de extracto de levadura entre 1y 5.83 g¢/L era favorable

siempre que se cumpliera con el requerimiento anterior de los azucares.

De las gréaficas de Pareto (Fig. 30 y 31) también se observo que el comportamiento de la
variable concentracion inicial de extracto de levadura era fuertemente lineal para la Qpng,
lo que tiene sentido para un microorganismo que acumula PHB con el crecimiento, como
la cepa Bacillus sp. B23. Segun esta relacion, una mayor concentracion inicial de extracto
de levadura en el medio aumenta la productividad de PHB porque la disponibilidad de
nutrientes para el crecimiento y la acumulacion aumenta (Borah et al., 2002; Lopez et al.,
2012). En un cultivo por lote, una alta productividad de PHB es proporcional a una alta
concentracion de biomasa si el crecimiento no esta limitado por nutrientes (Koller,
2018a). Ademas de este comportamiento lineal, se observo que el efecto cuadratico de la
concentracion inicial de extracto de levadura también era significativo y negativo para la
Qrne (a un nivel de confianza de 95%). Esto quiere decir que la concentracion de extracto
de levadura més baja no es la més adecuada para una alta Qpng, pero tampoco
concentraciones muy altas, por lo que existe una region entre 3 y 6 g/L de extracto de

levadura donde la QpHg puede ser maximizada.
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Adicionalmente se cuantifico el consumo del nitrégeno total remanente en el medio a las

24 horas. Los resultados se muestran en el Cuadro 15.

Cuadro 15. Resultados del consumo de nitrogeno a las 24 horas de cultivo.

Variables Niitré .y
Irogeno — Nitrogeno % N Qphs %PHB
X1 X total inicial  total final consumido (@) (% pip)
mg/L (mg/L) g o p/p
@y @ MY
10 1 285 210 26.3 0.0123 = 22.001 +
0.0015 2.031
10 5 671 480 285 0.0445 + 31.038
0.0019 1.054
30 1 661 408 38.3 0.0817 + 47.957 +
0.024 1.666
30 5 1048 720 31.3 0.1219 + 51.385 *
0.0018 0.989
5.86 3 400 308 23.0 0.0063 + 12.384 +
0.0011 2.327
34.14 3 930 402 56.8 0.1141 + 54.274 £
0.0045 1.762
20 0.17 393 252 35.9 0.0274 24.444 +
0.0034 3.051
20 5.83 940 366 61.1 0.1119 48.018 +
0.0010 0.087
20 3 666 369 44.6 0.0862 + 42.966 +
0.0031 1.2901

X1: concentracion inicial de azlcares reductores; X»: concentracion inicial de extracto de
levadura

Se observo que el consumo del nitrégeno fue parcial, siendo entre 23 y 61 % de la
concentracion inicial. Por tanto, hay una gran probabilidad de que otro nutriente estuviese
actuando como limitante a las 24 horas del cultivo, que impidio a las células seguir
consumiendo el nitrégeno del medio para el crecimiento y la produccion de PHB. Otra
opcion es que el tiempo de fermentacién no haya sido lo suficientemente largo para
completar el consumo del nitroégeno y azlcares disponibles. Se decidié realizar el estudio
a un solo tiempo puesto que hacer el seguimiento requiere recursos, tiempo y trabajo,
como puntos de seguimiento se hagan de las fermentaciones. Al seleccionar un tiempo de
24 horas de fermentacion, en base a los ensayos previos, se estan comparando las

condiciones del medio en las que un mismo microorganismo puede producir PHB mas
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rapido, por lo que es razonable emplear esta estrategia. Otros investigadores han

analizado sus resultados de la misma manera (Ahn et al., 2015; Faccin et al., 2009).

Una vez seleccionadas las condiciones que promueven una mayor produccién de PHB a
las 24 horas se puede realizar un seguimiento por méas tiempo en estas condiciones
Optimas. Por otro lado, también se debe considerar que en el caldo de cultivo hay
compuestos nitrogenados producidos por los microorganismos como enzimas u otras
proteinas (Ramadas et al., 2009) que no se precipitan por la centrifugacién al momento
de remover la biomasa y que pueden contribuir a la concentracion de nitrogeno total
remanente. En los sustratos empleados, el nitrégeno se encuentra en forma organica,
como parte de aminoéacidos, factores de crecimiento (purinas, pirimidinas), péptidos y
proteinas, que deberian ser facilmente asimilables por el microorganismo empleado en
este trabajo, por lo que se descartaria la presencia de compuestos nitrogenados no

asimilables.

Del Cuadro 13 de consumo de azUcares, se observo que efectivamente un incremento en
la concentracion de extracto de levadura aumentaba el consumo de los azucares,
aprovechandose mejor los nutrientes del hidrolizado. Esto tuvo un impacto beneficioso
en el crecimiento y acumulacion de PHB, como se preveia. Y también confirma que la
limitacion probablemente no tenga que ver con parametros como el pH o la aireacion, al
menos en las condiciones de los ensayos, sino de una limitacion por algin nutriente en el
hidrolizado. Identificar este nutriente requiere un trabajo de prospeccion mas amplio, con
un disefio experimental apropiado ya que se tendrian que probar multiples nutrientes a
diferentes concentraciones. Por ejemplo, se podria emplear un disefio Plackett-Burman
para conocer como afectan diferentes suplementos nutricionales, como elementos traza,
fuentes de fosforo, nitrogeno, azufre, etc. (Grothe et al., 1999). Incluso se podria evaluar
el caldo de cultivo remanente del proceso de fermentacion descrito, reutilizandolo en un
nuevo lote, donde se suplemente con otros nutrientes mediante un disefio Plackett-
Burman, ya que, si en algin ensayo se observa crecimiento y produccion de PHB, el
nutriente afiadido en ese ensayo vendria a ser el nutriente limitante, porque permite que
se continte el consumo de los demas nutrientes del medio, que de otra forma no podrian

ser utilizados por los microorganismos.
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4.5.3. Optimizacion estadistica de la produccién de PHB

Con los datos experimentales del Cuadro 13, se realizaron andlisis de regresion para
ajustar las respuestas (Qprs Yy %PHB). Para minimizar la determinacion de errores, el
efecto cuadratico de la concentracion de extracto de levadura (Xz) y las interacciones de
las dos variables independientes (X1X2), que no eran significativas (a un nivel de
confianza de 95%) para la respuesta %PHB y Qpns, Se mantuvieron en los modelos. Los
modelos expresados por las ecuaciones 1y 2, donde las variables tomaron sus valores
codificados, representan la productividad de PHB (Qrpng) Y el contenido de PHB (%PHB),
respectivamente, en funcion de la concentracion de azlcares reductores (x1) y la

concentracion de extracto de levadura (xz).

Qpup(g/L.h) = 0.086245 + 0.03739x; + 0.023991x, — 0.012988x% —
0.008263x2 + 0.002001x,x, (ecuacion 1)

%PHB = 42.96575 + 13.19308x; + 5.72556x, — 3.98966x% — 2.53866x5 —
1.40237x;x, (ecuacion 2)

La significancia de los coeficientes de las variables codificadas fue determinada por la
prueba T de Student y los valores p, que se muestran en los Cuadros 39 y 40 (Anexo 5.1).
Un analisis de varianza (ANOVA) de los modelos fue requerido para confirmar los
resultados obtenidos por el método grafico de Pareto, y para determinar si los modelos
eran adecuados. Para ello se evaluaron mediante la prueba F y el coeficiente de
determinacion (R?) del ANOVA.

El ANOVA para el modelo de segundo orden de la respuesta %PHB (Anexo 5.2, Cuadro
41) indico que el efecto lineal de la concentracion de azUcares reductores y extracto de
levadura eran términos significativos (p<0.05). El valor-p mas alto (1.5 x 10*) de los
efectos significativos fue el de la concentracion de azdcares reductores. La falta de ajuste
en este modelo no fue significativa (p = 1.13 x 10Y). Esto indica que el modelo refleja la
relacion real entre la concentracion de los sustratos en los niveles elegidos. El R? para
este modelo fue de 0.938. Aproximadamente el 93.8% de la variabilidad en la respuesta
puede ser explicada por el modelo ajustado en forma codificada de la ecuacion 1. El valor
de R?siempre esté entre 0y 1 (Myers, Montgomery, & Anderson-Cook, 2016), y un valor
de >0.70 indica la aptitud del modelo segun (Bora, 2013; Narayanan & Ramana, 2012).
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Adicionalmente se determiné el coeficiente de determinacion R? ajustado. Este valor
asegura el ajuste satisfactorio del modelo polinomial a los datos experimentales. El valor
ajustado de R2corrige el R? para el tamafio de la muestra y el nimero de términos en el
modelo. En este caso, el valor ajustado de R? fue de 0.887. Cuando los valores de R? y R?
ajustado difieren draméaticamente, hay una gran probabilidad de que se hayan incluido
términos no significativos al modelo (Myers et al., 2016). Los términos cuadraticos y la
interaccion lineal se incluyeron al modelo, y al ser no significativos, explican la

disminucion del R? ajustado.

El ANOVA para el modelo de segundo orden de la respuesta Qp+z (Anexo 5.2, Cuadro
42) indic6 que el efecto lineal y cuadratico de la concentracion de azlcares reductores y
extracto de levadura eran términos significativos (p<0.05). El valor-p méas alto (1.3 x 10°
%) de los efectos significativos fue el de la concentracion de azlcares reductores. La falta
de ajuste en este modelo no fue significativa (p = 2.52 x 10%), indicando que el modelo
refleja la relacion real entre la concentracion de los sustratos en los niveles elegidos. El
R? para este modelo fue de 0.977. Aproximadamente el 97.7% de la variabilidad en la
respuesta puede ser explicada por el modelo ajustado en forma codificada de la ecuacién
2. Para este modelo el valor ajustado de R? fue de 0.958, muy similar al R? ya que solo se

incluyd un término no significativo (la interaccion lineal).

En las Fig. 32 y 33 se muestran los graficos de superficie de respuesta de QpHg Yy %PHB
para las variables concentracion inicial de azlcares reductores y concentracion inicial de
extracto de levadura. Los graficos de contorno 2D y los graficos de superficie de respuesta
3D generalmente son representaciones graficas de la ecuacion de regresion, y se puede
inferir la interaccién entre las variables a partir de la forma de la superficie (Narayanan
& Ramana, 2012). Nétese que ambas superficies ajustadas tienen una region donde los
valores de QpHe Y %PHB pueden ser maximizados, los limites de estas regiones se
visualizan mas claramente en los graficos de contorno. Esta region corresponde, en ambos
casos, a concentraciones de azUcares reductores entre 30 y 40 g/L, y a concentraciones de
extracto de levadura entre 5y 7 g/L para la respuesta de QpHp y entre 3y 6 g/L para la
respuesta de %PHB. Como era de esperarse, una menor concentracion inicial de extracto
de levadura promueve un incremento en %PHB, mientras que una mayor concentracién
promueve un incremento en la productividad. Al disminuir la concentracion del extracto

de levadura, aumenta la relacion C/N, lo que tiende a mejorar la acumulacién de PHB en
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los microorganismos (Ahn et al., 2015; Cui et al., 2017; Faccin et al., 2009; Getachew &
Woldesenbet, 2016).
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Figura 32. (A) Grafico de superficie de respuesta y (B) grafico de contorno para la
productividad (Qeng) en funcion de la concentracién inicial de azlcares reductores y
concentracion inicial de extracto de levadura (Graficos realizados con el software
Statistica v 8.0).
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Figura 33. (A) Gréafico de superficie de respuesta y (B) grafico de contorno para el
contenido de PHB (%PHB) en funcidén de la concentracion inicial de azucares reductores
y concentracién inicial de extracto de levadura (Graficos realizados con el software
Statistica v 8.0).

Para optimizar multiples respuestas, como en el caso del presente estudio, se suele
emplear la técnica de optimizacion simultanea popularizada por Derringer y Suich, que
hace uso de funciones de deseabilidad (Montgomery, 2017). En este caso, para obtener

las condiciones 6ptimas de las variables independientes, se usé una funcién de
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deseabilidad global. Basicamente de lo que se trataba era encontrar un compromiso entre
las dos respuestas, Qrrs Y %PHB, de forma que ambas pudieran ser maximizadas para
una determinada concentracion inicial de azlcares reductores y extracto de levadura
Optimas. De acuerdo al programa Statistica v8.0, las concentraciones Optimas de las
variables independientes fueron 34.14 g/L de azlcares reductores y 4.41 g/L de extracto
de levadura (Anexo 5.3, Fig. 53), prediciendo una Qpxede 0.12798 y un %PHB de 55.021.

45.4. Validacion del modelo

Los valores predichos por los modelos se confirmaron usando los valores éptimos de las
concentraciones de azlcares reductores y extracto de levadura iniciales. El valor
experimental fue 0.1245 + 0.0007 para la productividad (Qpng) y 55.179 + 0.258 para el
contenido de PHB (%PHB). Los valores experimentales comparados a los valores
predichos fueron 97.33 % y 100.29 %, respectivamente. Los resultados del experimento
de validacion demostraron que, en promedio, hubo un aumento de aproximadamente 22%
en %PHB respecto al valor obtenido en el punto central del disefio (Cuadro 16), y un
aumento del 14% en el %PHB respecto al valor obtenido en otros ensayos (Cuadro 16).
Asi mismo, (Qexe) aumentd, en promedio, en un 31% (Cuadro 16) respecto a los ensa

yos no optimizados.

Cuadro 16: Comparacién de ensayos no optimizados y el ensayo optimizado.

%PHB QeHe
Ensayo . X (g/L) P (g/L)
(g PHB*100% / g biomasa) (g9/L.h)

Punto central* 42.96 0.086 4.82 2.07
H + EL** 47.4 0.086 3.97 1.88
Optimizado*** 55.18 0.1245 541 3.00

*Punto central del disefio experimental con 20 g/L de azlcares reductores y 3 g/L de extracto de
levadura. Los valores estan promediados entre los cuatro puntos centrales. **Ensayo realizado
en medio H + EL con 20 g/L de azucares reductores y 2 g/L de extracto de levadura. (resultados
en el Cuadro 11 para el medio H + EL). ***Ensayo realizado en medio H + EL con 34.14 g/L
de azucares reductores y 4.41 g/L de extracto de levadura. (resultados en el Cuadro 11 para el
medio H + EL).
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En comparacidn a otros trabajos, en este caso se alcanzaron %PHB relativamente altos
(G.-Q. Chen et al., 1991; Valappil, Misra, et al., 2007; Yilmaz, Soran, & Beyatli, 2005).
Algunos autores han reportado acumulaciones de PHB superiores al 50% en Bacillus
(Borah et al., 2002; Mohapatra, Sarkar, et al., 2017; Santimano et al., 2009; Sindhu et al.,
2013), sin embargo, en muchos casos el tiempo de fermentacién es muy largo o el

crecimiento muy pobre, lo que reduce la productividad dramaticamente.

Varios autores han sugerido el uso de residuos agroindustriales para la produccion de
PHB (Nielsen et al., 2017; Pakalapati et al., 2018). Los residuos lignocelulésicos son una
materia prima para la elaboracion de hidrolizados ricos en azlcares y otros nutrientes que
pueden ser aprovechados por los microorganismos para la produccion de PHA (Obruca,
2015). Se han reportado algunas investigaciones con residuos de la cerveceria como
fuente de nutrientes para la produccion de PHB (Fuentes Olivera, 2013; Tamang,
Banerjee, Koster, & Nogueira, 2019; Yu, Chua, Huang, Lo, & Chen, 1998). Sin embargo,
no se encontraron reportes que usen dos de los residuos mas abundantes como parte del
mismo medio de cultivo. En este estudio se evalu6 la produccion de PHB empleando un
hidrolizado de granos gastados de cerveceria y un extracto de levadura cervecera residual,
como Unica fuente de nutrientes. La cepa Bacillus sp. B23 no es exigente en cuanto a sus
requerimientos nutricionales, y puede aprovechar los residuos de la industria de la
cerveceria gracias a la produccion de numerosas enzimas hidroliticas (Mohapatra, Sarkar,
etal., 2017). (Mohapatra, Maity, et al., 2017) mencionan que la esporulacion es el
principal problema para la produccion de PHB con Bacillus, sin embargo, el hecho que
la cepa empleada en este estudio acumule PHB con el crecimiento, la hace atractiva para
producir PHB en procesos por lote en poco tiempo. También se podrian realizar otras
modalidades de cultivo como la de lote alimentado o cultivo continuo para extender la

fase de crecimiento, y mejorar las productividades.

Otros investigadores han evaluado escenarios similares a los de este trabajo, variando los
componentes de medios de cultivo complejos, principalmente la fuente de carbono y
nitrégeno, para mejorar la produccion de PHA (Aljuraifani, Berekaa, & Ghazwani, 2019;
Narayanan & Ramana, 2012). Los resultados de este estudio demuestran que los residuos
baratos y abundantes de la industria cervecera pueden ser empleados para la produccion
de PHB con la cepa Bacillus sp. B23, obteniendo mas de 50% de PHB acumulado en la

biomasa. Sin embargo, sera necesario desarrollar nuevas estrategias para incrementar
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mucho mas la productividad de PHB de esta cepa, dado que los resultados no son lo
suficientemente competitivos en comparacion con cepas establecidas (Dey &
Rangarajan, 2017; E. Grothe & Chisti, 2000; Koller & Braunegg, 2018; Wang & Lee,
1997).
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V. CONCLUSIONES

Se optimizd el medio de cultivo elaborado a partir de un hidrolizado de granos
gastados de cerveceria y suplementado con un extracto de levadura cervecera
residual, para la produccion de PHB por lote a nivel de matraces, con Bacillus sp.
B23 como cepa productora. Las concentraciones iniciales de azucares reductores
y extracto de levadura Gptimas para la produccion de PHB fueron 34.14 g/Ly 4.41
g/L, respectivamente. En estas condiciones se obtuvo una acumulacion de 55% de
PHB en biomasa y una productividad de 0.1245 g/L.h en 24 horas. A través de la
optimizacion, se increment6 el contenido de PHB en un 22%, y la productividad
volumétrica en un 31%, comparado con ensayos no optimizados.

En las condiciones de los ensayos, un incremento en la concentracion inicial de
azucares reductores promueve una mayor acumulacién de PHB y una mayor
productividad volumétrica al aumentar la relacion C/N del medio. Asi mismo, un
incremento en la concentracion inicial de extracto de levadura tiende a promover
una mayor acumulacién de PHB y productividad volumétrica a pesar de reducir
la relacion C/N del medio.

La cepa Bacillus sp. B23 acumula PHB en asociacion a su crecimiento. La
degradacién del PHB inicia al finalizar la fase exponencial y durante la fase
estacionaria, por tanto, el tiempo de fermentacion debe ser controlado alrededor
de las 24 horas para prevenir pérdidas del PHB producido en un cultivo por lote.
La cepa Bacillus sp. B23 puede utilizar los sustratos residuales de la cerveceria
como Unica fuente de nutrientes con resultados comparables a los obtenidos en

medios definidos.
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VI. RECOMENDACIONES

Evaluar la cinética completa de produccion de PHB de Bacillus sp. B23 en las
condiciones dptimas de este estudio.

Comprobar la escalabilidad de las condiciones dptimas de este estudio a nivel de
biorreactor en lote, con control de pH y otras modalidades de cultivo, como lote
alimentado.

Evaluar otros parametros de la fermentacion como la agitacion, aireacion, control
de pH, pH inicial, y la concentracién inicial de otros nutrientes, para mejorar la
productividad volumétrica de PHB con la cepa Bacillus sp. B23 y los residuos de
la cerveceria, mediante disefios experimentales de screening y factoriales.
Identificar el nutriente limitante del medio H + EL suplementando diferentes
compuestos segun un disefio experimental Plackett-Burman o similar, para
aumentar la productividad de PHB y mejorar el aprovechamiento de los sustratos.
Cuantificar y estudiar el consumo de los azucares principales presentes en el
medio de cultivo H + EL (glucosa, xilosa y arabinosa) durante la produccion de
PHB con Bacillus sp. B23.

Evaluar la posibilidad de reusar el medio de cultivo parcialmente gastado para un
nuevo ciclo de produccion adicionando nutrientes segin un disefio experimental
Plackett-Burman o similar.

Evaluar condiciones mas severas de hidrdlisis &cida para aumentar la
concentracion de azUcares reductores en el hidrolizado de granos gastados de

cerveceria.
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VIll.  ANEXOS

ANEXO 1: Caracterizacion de granos gastados de cerveceria
1.1. Determinacion de Sélidos Totales y Humedad (NREL & MRI, 1998)

Este método consiste en secar una muestra a 105°C + 3°C en un horno de conveccion
hasta que el peso permanezca constante. En este caso, se colocaron tres muestras de

granos gastados de cerveceria acondicionados (biomasa).

En primer lugar, se pesaron tres papeles de aluminio en forma de plato de pesaje,
previamente secados, hasta los 0.1 mg mas cercanos. Se registrd el peso. Luego se mezclo
bien la muestra de biomasa y se pesé aproximadamente 1 gramo, hasta los 0.1 mg mas
cercanos, en el plato de pesaje. Se registrd el peso de la muestra més el plato de pesaje.
Se colocaron las muestras en un horno de conveccion a 105°C + 3°C y se secaron a peso
constante (+ 0.1% de cambio en la cantidad de humedad presente después de una hora de
recalentamiento). Se retird la muestra del horno y se colocé en un desecador; se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Se peso el plato que contiene la muestra secada al horno,
a los 0.1 mg mas cercanos y se registrd el peso. Los resultados de este procedimiento se

muestran en el Cuadro 17.

Cuadro 17. Porcentaje de sélidos totales y humedad en los granos gastados de
cerveceria

Muestra _ Peso de Solidos Humedad
biomasa (g)  Totales (%) (%0)
1 1.0002 93.7400 6.2600
2 1.0002 93.4200 6.5800
3 1.0002 93.8700 6.1300
PROMEDIO 93.6770 6.3230

Figura 34. A) Pesado de muestra y B) Secado en horno de conveccion a 105°C.

91



1.2. Determinacion de extractivos en biomasa (NREL & MRI, 1998)

Los extractivos, como se define en este procedimiento, son la fraccion de una muestra de
biomasa soluble en etanol y se dejan como un residuo luego de una extraccion exhaustiva
de Soxhlet. Los extractivos incluyen componentes no estructurales de muestras de
biomasa que potencialmente podrian interferir con el andlisis de la muestra de biomasa y,

como tal, deben eliminarse antes del analisis de la composicion.

Se pesaron 10 g de granos gastados de cerveceria acondicionados, y secados por el
procedimiento anterior. El pesado se realizd en un papel filtro (armado como cartucho).
En un baldn de ebullicion se afiadié 160 ml de etanol al 96%, junto con ndcleos de
ebullicion. El cartucho se coloco dentro del Soxhlet y el baldn con el solvente se conecto
al equipo de extraccion Soxhlet. Se encendio la plancha de calentamiento y se control6 la
temperatura de tal manera de que haya de 4 a 5 intercambios de disolvente por hora. Se
continud con la extraccidn durante 24 horas. Al finalizar se dejé enfriar el baldn, luego se
removio y se vertio el contenido en un balon de rotavapor previamente pesado. El
contenido del cartucho se vertié en un embudo Biichner y se enjuag6 con etanol al 96%
para retirar cualquier solvente residual. Se dej6 que la muestre seque, conectado al vacio,
y se recolectd el filtrado en el bal6n de rotavapor. Después, se rotavaporo el solvente con
extractivos a 45+5°C de temperatura de calentamiento y con una presion de vacio de 140
mbar y AP=10. Se dejo rotavaporando hasta que todo el disolvente fue eliminado, luego
se apago el rotavaporador y el balon con extractivo se coloco en una estufa a 45°C por 24
horas. Al finalizar el tiempo de secado, el balon se coloc en un desecador por 30 minutos,
y se anotd el peso. Se repitio el proceso de secado-desecado hasta obtener un peso

constante (diferencia de 0.1 mg).
Los resultados de este procedimiento se muestran en el Cuadro 18.

Cuadro 18. Porcentaje de extractivos en los granos gastados de cerveceria.

EXTRACCION ROTAVAPORACION
Peso Peso papel F_>eso de Peso Peso balon +  Extractivos
Muestra . biomasa, B .
papel filtro + balén extractivos (%)
filtro () biomasa (g) en base vacio (g) (9)
seca (g)
1 1.2503 9.6120 8.3617  54.2963 55.9419 1.6456
2 1.2555 9.3945 8.1390  83.2373 85.0610 1.8237
3 1.2426 9.5382 8.2956  54.2768 55.9383 1.6616
PROMEDIO 1.7107
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Figura 35. A) Equipo Soxhlet, B) Rotavapor C) Enfriador de agua acoplado a Soxhlet y

rotavapor.

1.3. Metodologia para determinacién de holocelulosa en biomasa (Rowell, Young, &
Rowell, 1996)

Preparacion de la Holocelulosa (Clorito de Holocelulosa)

La holocelulosa es definida como la fraccion de carbohidratos insoluble de los materiales

lignoceluldsicos. Para preparar la holocelulosa se empled el método de clorito.

La biomasa empleada se encontraba libre de extractivos y humedad, y se obtuvo

siguiendo los procedimientos anteriormente descritos.

Se peso 1.0 g de biomasa en un matraz de 250 ml. Se agregé 80 ml de agua caliente,
seguido de 0.5 ml de &cido acético glacial (HCOO:s), y se agitd. Luego se afiadié 1.0 g de
clorito de sodio (HOCI), se agitd y se tap6 con un matraz de 50 ml boca abajo. Se coloco
el matraz de 250 ml en bafio maria a 70 °C. Transcurrido una hora se agregé nuevamente
0.5 ml de acido acético y 1.0 g de clorito de sodio, y se agit6. Estas proporciones se
agregaron hasta que la muestra esté blanqueada (como minimo se agregd un total de tres
veces). Después de la tltima adicion de &cido acético y clorito de sodio, se dejo reaccionar
durante 24 horas. Al concluir el tiempo, se filtrd la muestra y se lavé con porciones de
alcohol 96%, para remover el color y obtener la holocelulosa blanca. Se secé el solido

recuperado en el filtro, a 105°C por 24 horas, y el filtrado se descarto.
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Figura 36. A) Muestras de afrecho con acido acético y clorito de sodio. B) Incubacion de
las muestras en Bafio Maria por 24 horas. C) Muestras después de 24 horas de incubacién.
D) Lavada de la holocelulosa. E) Muestra de afrecho original (arriba) y muestra después
del tratamiento (holocelulosa blanca) (abajo).

Determinacion de alfa-, beta- y gamma-celulosa

La alfa-celulosa es la fraccion de pulpa resistente al 17,5% vy al 9,45% de solucion de
hidroxido de sodio en las condiciones de la prueba. La beta-celulosa es la fraccion soluble
que se reprecipita en la acidificacién de la solucion; La gamma-celulosa es aquella

fraccion que queda en la solucién (TAPPI, 2009).

Se pes6d 0.3 g de muestra blanqueada, descrito en el procedimiento de preparacion de
holocelulosa. Se colocé la muestra en un vaso de precipitacion de 50 ml y se agregd 15
ml de hidroxido de sodio (NaOH) al 17.5% (se anoté el tiempo en el que se agrego el
reactivo). Se agitd con el dispersor de pulpa hasta que esté completamente dispersa
(evitando el ingreso de aire a la suspension de pulpa), luego se agregd 5 ml de NaOH al
17.5%, se agitd la suspensién con una varilla de vidrio y se colocé en bafio maria a 25 °C.
Se afiadié 20 ml de agua destilada después de ¥ hora de la primera adicion de NaOH al

17.5% y se agit6 con una varilla de vidrio. Se dej6 la muestra por %2 hora mas.
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Al finalizar la hora de extraccion, se agitd la suspension con una varilla y se transfirio a
un embudo de vidrio con papel filtro, se dejé que filtre por gravedad. Se desecharon los

primeros 4 ml de filtrado, y se conservo el resto.

Figura 37. A) Muestra de holocelulosa blanca. B) Agitacion de la muestra con dispersor
de pulpa. C) Filtracion de la suspension.

Determinacién de alfa-celulosa

En un matraz de 50 ml se afiadi6 0.25 ml del filtrado obtenido en el procedimiento anterior
y 1 ml de una solucién de K2Cr,07 0.5 N. Se agreg6 5 ml de agitando lentamente. Se
permitié que la solucidn permanezca calienta durante 15 min, luego se agreg6 2.25 ml de
agua destilada y se dejé enfriar a temperatura ambiente. Se agreg6 4 gotas de ferroina
(indicador) y se procedi6 a titular con una solucién de amonio ferroso (FAS, previamente
valorado a 0.1N) hasta conseguir un viraje de color verde a morado/marrén. Se midio el
volumen de gasto. Finalmente se hizo una valoracion en blanco, sustituyendo el filtrado
de pulpa con 1.25 ml de NaOH 17.5% y 1.25 ml de agua destilada.

Figura 38. A) Muestra del filtrado con K2Cr,07 0.5 N y H2SO4 cc. B) Adicion de ferroina
a la solucion. C) Muestras después de titulacion con FAS.
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Determinacion de beta- y gamma-celulosa

Se afiadio 9 ml del filtrado de pulpa en una probeta de 50 ml, luego se agreg6 9 ml de
acido sulfarico H2SO4 3N, se mezclo bien y se coloco en bafio maria a 70 — 90°C, por
varios minutos hasta coagular, luego se dejo reposar y se centrifugé por 10 minutos a
4000 RPM en tubos Falcon de 15 ml.

En un matraz de 50 ml se verti6 0.5 ml del sobrenadante con una micropipeta y se agregd
1 ml de dicromato de potasio 0.5 N, 9 ml de &cido sulfirico concentrado. Se permitié que
la solucion permanezca calienta durante 15 min, luego se agreg6 2.25 ml de agua destilada
y se dejo enfriar a temperatura ambiente. Se agregd 4 gotas de ferroina (indicador) y se
procedio a titular con el FAS (previamente valorado a 0.1N) hasta conseguir un viraje de
color verde a morado/marrén. Se midié el volumen de gasto. Finalmente se hizo una
valoracion en blanco, sustituyendo la solucion con 1.25 ml de NaOH 17.5%, 1.25 ml de

agua destilada y 2.5 ml de acido sulfarico 3N.

Figura 39. A) Incubacion de muestras en Bafio Maria. B) Centrifugacion. C) Muestras
después de la titulacién con FAS.

Célculos
Calculo del contenido de alfa-celulosa en la pulpa:

6.85 x (V,—V;) x N x 20
AxW

Alfa-celulosa, % = 100 -

V1 = titulacion del filtrado de pulpa, ml

V> = titulacion del blanco, ml

N = normalidad exacta de la solucion de amonio ferroso

A = volumen de filtrado de pulpa usado en la oxidacion, ml

W = muestra de pulpa secada en horno, g
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Calculo del contenido de gamma-celulosa en pulpa

Gamma-celulosa, % = [6.85 x (V, — V3)x N x 20]/[25 x W]

V3 = titulacion de la solucion después de la precipitacion de la beta-celulosa, ml
V4 = titulacion del blanco, ml

Calculo del contenido de beta-celulosa en la pulpa:

Beta-celulosa, % = 100 — (alfa-celulosa % + gamma-celulosa %)

Resultados del contenido de alfa-, beta- y gamma-celulosa

Cuadro 19: Resultados del contenido de alfa-, beta- y gamma-celulosa

Fraccion de Holocelulosa Fraccion % (p/p)
Alfa-celulosa 22.77
Beta-celulosa 73.43

Gamma-celulosa 3.80

ANEXO 2: Protocolos de andlisis y curvas de calibracién

2.1. Determinacion de azUcares reductores por método DNS segun (Adney & Baker,
2008)

Procedimiento para analizar las muestras

Se tomaron 500 ul de muestra de sobrenadante diluido apropiadamente, y se afiadié 1 ml
de agua destilada y 3 ml de reactivo DNS en tubos tapa rosca. El blanco consistio de 500
ul de agua destilada en lugar de muestra. Se colocaron los tubos tapa rosca en Bafio Maria
a 100°C por 5 minutos, inmediatamente después se pasaron los tubos a un bafo frio para
detener la reaccion. Una vez enfriados se separd 200 ul en un tubo de ensayo y se afiadio
2.5 ml de agua destilada. Finalmente se realiz0 la lectura de absorbancia a 540 nm en un

espectrofotdmetro UV-Vis.
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Figura 40. A) Muestras analizadas para azlcares reductores por el método de DNS. B)
Espectrofotometro UV-Vis empleado en la lectura de absorbancia.

Procedimiento para la elaboracion de la curva de calibracion

Para la elaboracion de la curva de calibraciéon de azucares reductores se pesé 0.5 g de
glucosa y se afor6 en una fiola con 50 ml de agua. La solucién obtenida tiene una
concentracion de 10 g/L y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas para tener un
total de 4 diluciones con concentraciones desde 6.67 g/L hasta 2.0 g/L. De cada dilucion
se tomaron 500 ul y se vertieron en tubos de 16x100 con tapa rosca, para luego afiadirles
1 ml de agua destilada y 3 ml de reactivo DNS (preparado segun método IUPAC). Se
incubaron los tubos a 100°C por 5 minutos e inmediatamente después se colocaron en un
bafio de hielo. Se tomaron 200 ul de cada tubo y se colocaron en nuevos tubos de ensayo
de 13x100. Se afadi6 2.5 ml de agua destilada, se agitd y se leyd la absorbancia a 540 nm
en un espectrofotometro UV-Vis, frente a un blanco con agua destilada en reemplazo de
la muestra. Se realiz6 una regresion lineal de los datos obtenidos de absorbancia frente a
concentracion en g/L. La ecuacion obtenida a partir de esta regresion fue, en la primera
ocasion: y = 0.087x - 0.0161, con un R? = 0.9886. Donde “y” tiene unidades de
absorbancia y “x” tiene unidades de concentracion en g/L. Luego se cambid de reactivo,
y se volvio a realizar una nueva curva de calibracion, obteniéndose esta vez: y = 0.0849x
-0.0053, conunR? =1,
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Figura 41. Curvas de calibracion de azlcares reductores. A) Curva 1. B) Curva 2.

2.2. Determinacion de glucosa por kit enzimético (Wiener Lab, 2000)
Procedimiento para analizar las muestras

La cuantificacion de glucosa en el hidrolizado y el extracto de levadura se realizd
utilizando glicemia enzimatica AA liquida Wiener Lab (Fig. 42), siguiendo las

indicaciones del fabricante.

Se diluyé apropiadamente la muestra. Se tomé 20 ul de la muestra diluida, se verti en
un tubo de vidrio y se afiadid 2 ml de la solucion de glicemia enziméatica Wiener Lab. Se
incubd el tubo a 37°C por 5 minutos y se leyé la absorbancia a 510 nm en un
espectrofotdbmetro UV-Vis, frente a un blanco con 20 ul de agua destilada en reemplazo

de la muestra.

Las lecturas de absorbancia se relacionaron a la concentracion de glucosa en las muestras

utilizando una curva de calibracion.
Elaboracion de curva de calibracién

Para la elaboracion de la curva de calibracion de glucosa se pes6 0.5 g de glucosa y se
afor6 en una fiola con 100 mL de agua. La solucién obtenida tiene una concentracion de
5g/L y a partir de esta se realizaron diluciones seriadas para tener un total de 9 diluciones
con concentraciones desde 5 g/L hasta 0.032 g/L. De cada dilucion se tomaron 20 uL y

se vertieron en tubos de 13x100, para luego afiadirles 2 mL de la solucion de glicemia
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enzimatica Wiener Lab. Se incubaron los tubos a 37°C por 5 minutos y se leyd la
absorbancia a 510 nm en un espectrofotdmetro UV-Vis, frente a un blanco con 20 uL de
agua destilada en reemplazo de la muestra. Se realizo una regresion lineal de los datos
obtenidos de absorbancia frente a concentracion en g/L. La ecuacion obtenida a partir de
esta regresion fue: y= 0.3952x — 0.0101, con un R? de 0.9998. Donde “y” tiene unidades
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de absorbancia y “x” tiene unidades de concentracion en g/L.
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Figura 42. A) Glicemia enzimatica AA liquida, utilizada para la cuantificacion de

glucosa. B) Espectrofotémetro UV-Vis.
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Figura 43. Curva de calibracion de glucosa por el método con glicemia enziméatica AA
liquida Wiener Lab.

2.3. Metodologia para cuantificacion de nitrégeno total por el Test 0-83 Nanocolor®

Nitrogen Total TNy 22 (MACHEREY-NAGEL, 2016)

Este método se basa en la descomposicion oxidativa en un digestor, con la subsecuente
compensacion de interferencia y determinacion fotométrica con 2,6-dimetilfenol en una

mezcla acida de acido sulfurico/acido fosforico.
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El rango de lectura es entre 0.5 — 22.0 mg/L N, a longitudes de onda de 350/365/385 nm.
El tiempo de descomposicidn es 30 minutos a 120°C /60 minutos a 100°C. El kit contiene
dos cajas: La caja A contiene 20 tubos de ensayo para descomposicion y 1 tubo de ensayo
del reactivo de compensacion NANOFIX. La caja B contiene 20 tubos de ensayo para la
prueba nitrégeno total TN, 22 y 1 tubo de ensayo con 11 ml NO3z/N R2.

El procedimiento consiste en dos etapas: Descomposicion y Analisis.
Descomposicion (Caja A)

Se abri6 un tubo de descomposicion y se afiadié 5 ml de muestra (el pH de la muestra
debe estar entre 5y 9), se cerrd el tubo y se agit6 vigorosamente. Se coloco el tubo en el
digestor y se calent6 a 120°C por 30 minutos 0 a 100°C por 1 hora. Se removio el tubo
del digestor, se agitod con cuidado y se dejé enfriar. Se abrié el tubo de descomposicién
nuevamente y se agregé 1 reactivo de compensacion NANOFIX, se cerrd y se agitd

vigorosamente. Esta solucion es llamada solucién descompuesta.
Anélisis (Caja B)

Se abrié un tubo de Nitrégeno total TNy 22, se afiadi6 0.5 ml de solucion descompuesta
y 0.5 ml de R2, se cerrd y mezcl6 agitando con cuidado. Se limpio el tubo por el exterior
y se midio en el fotometro después de 10 minutos de reposo.

Figura 44. Implementos y Kit para realizar el test de nitrgeno total.
2.4. Cuantificacion de amonio con el Test 0-03 Nanocolor® Amonio 3

(MACHEREY-NAGEL, 2019)

El método se basa en la determinacién fotométrica como indofenol: a un pH de 12.6 el
amonio reacciona con hipoclorito y salicilato en presencia de nitroprusiato de sodio como

catalizador para formar un indofenol azul.
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El rango de lectura es entre 0.04 — 2.3 mg/L NH4-N y 0.05 — 3.00 mg/L NH4*/NHs, a una
longitud de onda de 690 nm. EIl tiempo de reaccion es de 15 minutos a temperatura
ambiente (20-25°C). El kit contiene: 20 tubos de ensayo de Ammonium 3, 1 tubo
NANOFIX Ammonium 3 R2 y un tubo de ensayo con valor blanco “NULL”.

Para realizar el procedimiento, se abrié un tubo de ensayo, se afiadié 4.0 ml de la muestra
(el pH de la muestra debe estar entre pH 7 y 10) y 1 NANOFIX R2, se cierra y se agita.
Se limpia el tubo por el exterior y se mide después de 15 minutos, empleando un

fotébmetro.

Figura 45. Implementos y kit para el test de amonio.

2.5. Cuantificacion de furfural e hidroximetilfurfural por HPLC (Li et al., 2017)
Procedimiento de extraccion

Para la extraccion de los furfural e hidroximetilfurfural (HMF) del hidrolizado, se pesé
1.0 g del hidrolizado en un tubo de ensayo de 10 ml. Se afiadi6 4 ml de n-butanol saturado
con agua destilada. La mezcla fue agitada por 2 minutos usando un agitador vortex y
luego se centrifugd a 3000 rpm por 2 minutos a temperatura ambiente. EI sobrenadante
se transfirié cuantitativamente a un frasco volumétrico de 10 ml. El procedimiento de
extraccion se repitid dos veces, afiadiendo 3 ml de n-butanol saturado con agua destilada,
cada vez. Finalmente, se afiadié suficiente n-butanol saturado con agua destilada para
alcanzar a 10 ml de solucion. La solucion fue filtrada a través de una membrana de 0.45

um antes del analisis en el HPLC.
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Analisis HPLC de Furfural e Hidroximetilfurfural

El volumen de inyeccién fue de 2 ul. La columna usada fue una Accucore C18 (100 x 4.6
mm, Thermo Scientific); la fase movil usado fue una mezcla 20/80 acetonitrilo y agua, a
un flujo de 0.8 ml/min; la columna se mantuvo a 30°C; y se empleo un detector UV para
deteccion dual a longitudes de onda de 268 nm para furfural y 277 nm para HMF. La fase
movil se degasificd por 15 minutos en un equipo de ultrasonido. La identificacion de los
compuestos se realizd6 comparando su tiempo de retencién con el de los estandares. Los
datos fueron recolectados y procesados utilizando un equipo UHPLC Thermo Scientific
UltiMate 3000 Rapid Separation y empleando el software Chromeleon Cromatography
Data System version 7.2 SR4 (Thermo Scientific).

Célculo del contenido de Furfural y HMF
Las cantidades de furfural y HMF en los hidrolizados fue calculada usando:
w=1000*10 *¢ *m’ /m

donde w (mg/L) es el contenido de furfural o HMF en el hidrolizado, ¢ (mg/ml) es el
contenido de furfural o HMF detectado por el HPLC con una columna C18 y un detector
UV como las unidades de separacion y deteccion, m (g) es el peso del hidrolizado usado
para la extraccién del furfural y HMF, m’ (g) es el peso de 1 ml del hidrolizado usado
para la extraccion de furfural y HMF, 10 es el volumen de n-butanol usado para la

extraccion de furfural y HMF, 1000 es el factor de conversion de ml a litros.
Concentracion de Furfural y HMF en el hidrolizado

Se calcularon las concentraciones de furfural y HMF empleando la curva de calibracién

elaborada con estandares de furfural e hidroximetilfurfural.

Cuadro 20: Concentracién de inhibidores en el hidrolizado concentrado.

Compuesto Concentracion de (mg/L)
Furfural Nd
Hidroximetilfurfural 50.00

nd=no detectable
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Elaboracion de la curva de calibracion de Furfural y HMF

Las curvas de calibracion se realizaron entre 0.30 mg/L y 300 mg/L para furfural,
mientras que para hidroximetilfurfural se realiz6 entre 0.26 mg/L y 536 mg/L, a partir de
estandares analiticos. Estos se diluyeron con acetonitrilo hasta obtener las
concentraciones indicadas.

|Calibration Details FURFURAL
Calibration Type Lin, WithOffset Offset (CO) 0.2155
Evaluation Type Area Slope (C1) 0.1229
Number of Calibration Points 33 Curve (C2) 0.0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0.9996
Calibration Plot FURFURAL

FURFURAL External UV_VIS_3

BQOj
70.0]
60.0
5005
‘3‘ 40,0
300
200

10.04

0.0~

Amount

Figura 46. Curva de calibracién de furfural.
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Calibration Details

HIDROXIMETILFURFURAL

Calibration Type Lin, WithOffset Offset (CO) 0.2706
Evaluation Type Area Slope (C1) 0.0836
Number of Calibration Points 36 Curve (C2) 0.0000
Number of disabled Calibration Points 0 R-Square 0.9992

Calibration Plot

HIDROXIMETILFURFURAL

Area
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Figura 47. Curva de calibracion de HMF.

2.6. Cuantificacion de Biomasa por Peso Seco

Para este método se emplearon crisoles de porcelana previamente lavados y rotulados.
Primero, se dejaron secar a 105°C por 24 horas en una estufa (Memmert). Luego, se
dejaron enfriar en desecador, se pesaron en una balanza analitica (Radwag) y se
devolvieron al desecador hasta su uso. Una vez finalizada la fermentacion, se vertio el
contenido de los matraces en tubos Falcon de 50 ml y se separ6 la biomasa mediante
centrifugacion del caldo (4400 rpm por 10 min a T° ambiente). Se separé el sobrenadante
para otros analisis y se lavd la biomasa afiadiendo agua destilada, se agitd y se volvié a
centrifugar nuevamente. Este procedimiento se repitio 3 veces en total. Al final, la
biomasa se coloco en un crisol previamente pesado, y se sec6 en la estufa a 105°C por 24
horas. Después, se peso el crisol con la biomasa y se calculé la diferencia para determinar

el peso seco de la biomasa. Los datos para la cuantificacion de la biomasa se detallan en

el Anexo 4.1.
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Figura 48. (a) Estufa utilizada para secar la biomasa colocada en los crisoles. (b)
Pesado de los crisoles con la biomasa seca.

Elaboracion de curva de calibracién de Biomasa

Se realiz6 una curva de calibracion a partir de una suspension de la cepa Bacillus sp. B23
de 24 horas. La suspension fue diluida y las diluciones cuantificadas por el método

descrito en la secciéon Recoleccion de Datos, Cuantificacion de Biomasa.

Curva de Calibracion de Biomasa

12 y = 1.6255x + 0.0798
n R? =0.9931
€ 08
c
S 06
o
8 04
0.2
0
0 0.1 0.2 03 0.4 05 06

Biomasa (g/I)

Figura 49. Curva de calibracion de Biomasa (g/L) de la cepa Bacillus sp. B23

2.7. Cuantificacion de acido crotonico (PHB derivatizado) por HPLC
Procedimiento para analizar las muestras

Se peso entre 3 a 5 mg de biomasa seca en un tubo Eppendorf de 2 ml, se agregd 500 ul
de H2SOs4cc, el tubo se coloco en un digestor a 90°C por 1 hora, y se agit6 periddicamente
cada 15 minutos. Se tomaron 20 ul, y se complet6 con 1480 ul de fase movil, que consiste

en una solucion de H2SO40.01N (previamente filtrada con un filtro de Nylon de 0.45 um
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y degasificada por 15 minutos en un equipo de ultrasonido). Una vez diluida la muestra,
se tuvo un total de 1500 uL en un nuevo tubo Eppendorf. La muestra obtenida se filtro
con un filtro de Nylon de 0.45 um, se vertio en un microvial y se analiz6 usando un
sistema de cromatografia liquida HPLC-UV con un equipo UHPLC Thermo Scientific
UltiMate 3000 Rapid Separation y una columna Shodex SUGAR SH1011. La elucién se
realizo con 0.01N H2SO4 (fase movil) a 1 mL/min y 50°C de temperatura de la columna.
La muestra inyectada fue de 10 uL. La absorbancia del acido crotonico se midio a 210

nm con un detector UV-Vis.

La masa de PHB en la muestra se calculd a partir de una ecuacién de regresion derivada
de concentraciones estandar de acido crotonico realizada previamente. EI procesamiento
de los datos se realiz6 empleando el software Chromeleon Cromatography Data System
version 7.2 SR4 (Thermo Scientific). El calculo realizado para la determinacion del

porcentaje de PHB en biomasa se describe a continuacion.

Figura 50. (a) Muestras pesadas de biomasa en tubos Eppendorf. (b) Aspecto inicial de
las muestras con H2SO4 ¢ antes de la digestion a 90°C. (c) Digestién de muestras a
90°C. (d) Aspecto final de la muestra digestada.

Curva de calibracion de acido croténico para cuantificacion de PHB

Para la elaboracion de la curva de calibracion de acido crotonico se pesé 5 mg de acido
poli-[(R)-3-hidroxibutirico] (PHB) (ALDRICH) en un tubo de ensayo. Se afiadié 1 ml de
acido sulfarico concentrado (98%), se agito por 1 minuto y se colocé en un digestor a
90°C por 1 hora. Se agit6 periédicamente cada 15 minutos. Luego se afiadié 4 ml de fase
movil que consiste en acido sulfurico diluido 0.01N (previamente filtrado con un filtro de
Nylon de 0.45 um y sonicada por 15 minutos). La solucion obtenida tiene una
concentracion de 1000 ppm de PHB como acido crotonico (solucion stock) (1 ppm=1
mg/L). Se realizaron diluciones seriadas a partir de la solucion stock, tomando
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inicialmente 2 ml de la misma y afiadiendo 2 ml de fase movil, para hacer un total de 4
ml (con una concentracion de 500 ppm de PHB). De la nueva solucién obtenida se tomé
2 ml y se diluyd con otros 2 ml de fase movil, y asi sucesivamente, hasta tener una
concentracion de 0.61 ppm de PHB como &cido crotonico. Una vez preparadas las
diluciones se tuvieron un total de 14 tubos con las diluciones de 5000 ppm, 2500 ppm,
1250 ppm, 625 ppm, ..., 1.22 ppm, y 0.61 ppm; se filtraron con un filtro de Nylon de 0.45
um y se vertieron en microviales para HPLC. Las condiciones y parametros del HPLC
fueron los mismos que para el tratamiento de las muestras. El procesamiento de los datos
se realiz6 empleando el software Chromeleon Cromatography Data System versién 7.2
SR4 (Thermo Scientific), con el que se elaboro la curva de calibracion considerando los
nanogramos (ng) de &cido crotonico presentes en el volumen de muestra inyectado y el
area integrada bajo la curva del pico del &cido crotdnico, que tiene un tiempo de retencion
de alrededor de 17.6 minutos. El analisis de cada muestra tomaba 20 minutos. La cantidad
de ng de &cido crotdnico es proporcional a la cantidad de ng de PHB. La curva obtenida
permite obtener las cantidades de PHB en las muestras. La ecuacion de regresion obtenida
fue: y=0.8427x + 1.3513, con un R? de 0.9999. Donde “y” tiene unidades de 4rea en

(Y3}

mAU*min y “x” tiene unidades de masa en ng.

12000

y =0.8427x + 1.3513

10000
R?=0.9999

8000
6000

4000

Area (mAU*min)

2000

0
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000 14000

Masa (nanogramos)

Figura 51. Curva de calibracion de acido crotonico.

Para cuantificar el contenido de PHB en la biomasa, se peso entre 3 a 5 mg de biomasa
seca en un tubo Eppendorf de 2 ml, se agregd 500 ul de H2SO4 ¢, el tubo se colocd en un
digestor a 90°C por 1 hora. Se tomaron 20 ul, y se completé con 1480 ul de fase movil,
para hacer un total de 1500 ul en un nuevo tubo Eppendorf. Después de pasar por el

HPLC, el software calcula el &rea del pico obtenido y empleando la curva de calibracion
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calcula los ng de PHB presentes en el volumen de muestra inyectado. Con esta masa, y

empleando la siguiente ecuacion, se calcula el %PHB en biomasa:

(50

%PHB = | 1‘)02& | x 100%

Donde x = masa (ng), y= 1500 ul (volumen de muestra diluido), a=10 ul (volumen de
inyeccion), b=500 ul (volumen de H2SO4), ¢=20 ul (volumen de muestra sin diluir), d=
biomasa (mg). Los datos de la cuantificacién de PHB de los ensayos se encuentran en el
Anexo 4.6.

ANEXO 3: Medio de cultivo y calculo de razén C/N
3.1. Composicion del medio de cultivo definido “medio M”

La composicion del medio se adaptd de la siguiente manera (g/L): Na:HPQO4, 3.59;
KH2PQOs4, 1.5; NaCl, 1; (NH4)2S0a, 2; NH4sFe-citrato, 0.05; CaClz, 0.015; MgSO4*7H-0,
0.2; solucion de elementos traza SL6 10X, 0.1 mL; glucosa anhidra, 20 g; con un pH final
de 7.0. Los componentes susceptibles a precipitacion se autoclavaron por separado a
121°C por 15 minutos. La solucion traza SL6 10X estaba compuesta por (g/L):
ZnS04*7H,0, 1; H3BOs, 3; CoClx*6H20, 2; CuSO4*5H,0, 0.094; NiCl>*6H.0, 0.2;
Na:Mo004*2H-0, 0.3, MnCI>*4H0, 0.31, preparada en una solucion de HCI 1N.

3.2. Célculo de la razén C/N (mol/mol) del medio de cultivo

Debido a la importancia del C/N inicial del medio, esta se calculé a partir de la
composicion de azucares reductores y nitrogeno del hidrolizado y el extracto de levadura.
Para el calculo de nimero de moles de carbono, se asumio que los azlcares reductores

eran equivalentes a la glucosa.
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Cuadro 21. Datos necesarios para el calculo de la relacién C/N.

Componente Azlcares Nitrogeno Peso Molecular
P reductores (g/L)  total (g/L) (g/mol)
Hidrolizado concentrado 104.2 1.96 )
Extracto de levadura (30 g/L) 1.32 2.9 -
Glucosa - i 180
Carbono - - 12
Nitrogeno - - 14

Las ecuaciones que se emplearon fueron las siguientes:
# moles de C = ((Mar * 6) + (MeL*ELAr/ELc) * 6)) /180
# moles de N = ((Mar * Hn/HaR) + (ELM*ELN/ELC)) /14
C/N (mol/mol) = #moles de C/ #moles de N
Donde:
Mar: concentracion de azucares reductores en el medio de cultivo
MeL: concentracion de extracto de levadura en el medio de cultivo
ELar: concentracion de azlcares reductores en la solucion de extracto de levadura
ELc: concentracion de extracto de levadura (solucion concentrada)
Hn: concentracion de nitrégeno total en el hidrolizado concentrado
Har: concentracion de azlcares reductores en el hidrolizado concentrado
ELn: concentracion de nitrogeno total en la solucion de extracto de levadura
6: nimero de carbonos en una molécula de glucosa
14: peso molecular del nitrégeno
180: peso molecular de la glucosa.

Los valores de C/N se muestran en el Cuadro 19.
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Cuadro 22: Razon molar carbono/nitrégeno inicial (mol/mol) del medio a los diferentes
niveles de las variables independientes, y su relacion con la respuesta %PHB.

Variables %PHB
C/N (mol/mol)

X1(g/L) X2 (9/L) (% p/p)
10 1 16.46 22.001 + 2.031
10 5) 7.10 31.038 +1.054
30 1 21.21 47.957 + 1.666
30 5 13.46 51.385 + 0.989
5.86 3 6.99 12.384 + 2.327
34.14 3 17.16 54.274 +1.762
20 0.17 23.78 24.444 + 3.051
20 5.83 10.06 48.018 + 0.087
20 3 14.10 42.966 +1.290

X1: concentracién inicial de azlcares reductores, y Xo: concentracion inicial de extracto

de levadura

60
D
40

30

%PHB

20

10

0 5 10 15 20 25
C/N (mol/mol)

Figura 52. Correlacion entre C/N y %PHB. Encerrado en una elipse estan los ensayos
realizados a concentracion de azucares reductores > 20 g/L.
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ANEXO 4: Datos de graficos y analisis de muestras

4.1. Datos de cuantificacion de biomasa por peso seco

Cinética en medio definido

Cuadro 23: Resultados de biomasa para la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 en el

medio definido M.

) Tiempo Vol. _P_es_o Peso final Diferencia Biomasa Blomasfal
Cultivo (h) (mi) inicial crisol (g) @) (/L) Promedio
crisol (g) g g g (g/L)
0 18 17.5868 17.5993 0.0125 0.694 0.694
21 25 17.4578 17.5612 0.1034 4.136 4224
25 17.3498 17.4576 0.1078 4.312
B23 45 25 14.7712 14.8848 0.1136 4544 4.508
25 17.3785 17.4903 0.1118 4.472 '
70 25 15.303 15.4072 0.1042 4.168 4188
25 17.5273 17.6325 0.1052 4.208

Cinética en medio complejo

Cuadro 24: Resultados de biomasa para la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 en el

medio complejo H + EL.

. Tiempo Vol. _P_es_o Peso final Diferencia Biomasa

Cultivo h) (ml) inicial crisol (g) ©) (/L)

crisol (g)

0 - - - - 0.015

12 30  19.0389 19.0529 0.014 0.4667

22 30 17.3469 17.4661 0.1192 3.9733

B23 36 30  18.6261 18.7434 0.1173 3.9100
48 30 17.5236 17.6441 0.1205 4.0167

61 30 17.3751 17.4916 0.1165 3.8833

84.5 30  16.0206 16.1477 0.1271 4.2367
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Disefio Experimental

Cuadro 25: Resultados de biomasa para la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 del
disefio experimental

Variables
X Vol. Peso inicial Peso final Diferencia  Biomasa
(/L) X2 (g/L) (ml) crisol (g) crisol (g) (9) (o/L)
5.86 3 30 17.602 17.639 0.037 1.240
5.86 3 30 17.392 17.428 0.036 1.213
10 1 30 14.768 14.807 0.039 1.300
10 1 30 18.198 18.239 0.041 1.373
10 5 30 17.454 17.558 0.104 3.470
10 ) 30 17.387 17.489 0.102 3.407
20 0.17 30 15.317 15.398 0.081 2.697
20 0.17 30 17.347 17.428 0.081 2.683
20 3 30 17.347 17.495 0.148 4.947
20 3 30 17.392 17.534 0.142 4.740
20 3 30 17.524 17.667 0.143 4,773
20 3 30 18.198 18.342 0.144 4.800
20 5.82 30 15.538 15.704 0.166 5.533
20 5.82 30 17.377 17.546 0.170 5.653
30 1 30 16.021 16.144 0.123 4.107
30 1 30 17.454 17.576 0.122 4.067
30 5) 30 0.146 0.318 0.172 5.717
30 5 30 17.524 17.694 0.170 5.667
34.14 3 30 17.603 17.755 0.152 5.077
34.14 3 30 15.063 15.213 0.150 5.010
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Validacion

Cuadro 26: Resultados de biomasa para la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 de la

validacién
Variables
X Vol. Peso inicial Peso final Diferencia  Biomasa
@ /Il_) X2 (g/L) (ml) crisol (g) crisol (g) (9) (o/L)
34.14 4.41 30 17.3471 17.5090 0.1619 5.3967
34.14 4.41 30 15.0615 15.2235 0.1620 5.4000
34.14 441 30 17.3742 17.5376 0.1634 5.4467

4.2. Datos de grafica de cinética en medio complejo H + EL

Cuadro 27: Datos para la cinética de la cepa Bacillus sp. B23 en el medio complejo H

+EL
. Azucares Biomasa
(ho-[as) Bl((;r/nssa reductores %PHB  residual (F;;LB)
(g/L) (9/L)

0 0.01 22.57 0.00 0.00 0.00
12 0.47 20.41 17.80 0.38 0.08
22 3.97 16.83 47.40 2.09 1.88
36 3.91 13.20 40.08 2.34 1.57
48 4.02 10.65 24.18 3.05 0.97
61 3.88 9.11 23.67 2.96 0.92
84.5 4.24 10.52 14.82 3.61 0.63

4.3. Datos de cuantificacion de azucares reductores por método DNS

Concentracion de azucares reductores en Hidrolizado de granos gastados de

cerveceria

Empleando la curva de calibracion de azlcares reductores y el método de DNS se

determiné que el hidrolizado de granos gastados de cerveceria tenia una concentracion de

azucares reductores de 104 g/L aprox.

114



Cuadro 28: Resultados de la cuantificacion de azucares reductores en el hidrolizado por
método DNS

Absorbancia Factor de dilucién Concentracién de

azUcares reductores (g/L)

0.3465 25 104.20

Concentracion de azucares reductores en el Extracto de levadura cervecera residual

Empleando la curva de calibracion de azlcares reductores y el método de DNS se
determind que el extracto de levadura cervecera residual tenia una concentracion de
azucares reductores de 1.32 g/L, a una concentracion de extracto de levadura de 30 g/L
en solucion.

Cuadro 29: Resultados de la cuantificacion de azlcares reductores en el extracto de
levadura por método DNS

Absorbancia Factor de dilucién Concentracioén de glucosa
(9/L)
0.140 1 1.32

4.4. Datos de cuantificacion de glucosa
Concentracion de glucosa en Hidrolizado de granos gastados de cerveceria

Empleando la curva de calibracion de glucosa y el kit de glicemia enzimatica se determino
que el hidrolizado de granos gastados de cerveceria tenia una concentracion de glucosa
de 6.19 g/L, a una concentracion de azlcares reductores de 100 g/L.

Cuadro 30: Resultados de la cuantificacion de glucosa en el hidrolizado por método
DNS

Absorbancia Factor de dilucion Concentracion de glucosa

1.987 1 6.19
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Concentracion de glucosa en el Extracto de levadura cervecera residual

Empleando la curva de calibracion de glucosa y el kit de glicemia enzimatica se determino
que el extracto de levadura cervecera residual tenia una concentracion de glucosa de 0.108
g/L, a una concentracion de extracto de levadura de 30 g/L.

Cuadro 31: Resultados de la cuantificacion de glucosa en el extracto de levadura por
método DNS

Absorbancia Factor de dilucion Concentracion de glucosa

0.009 1 0.108

4.5. Datos de cuantificacion de nitrégeno total

Cuadro 32: Resultados de la cuantificacion de nitrégeno total en hidrolizado (solucion
a 100 g/L azlcares reductores).

Factor de Promedio N total
Lectura (mg/L) o N total (mg/L)
dilucion (mg/L)
8.0 250 2000
1960
12.8 150 1920

Cuadro 33: Resultados de la cuantificacion de nitrégeno total en extracto de levadura
(solucidn a 30 g/L extracto de levadura).

Factor de Promedio N total
Lectura (mg/L) o N total (mg/L)
dilucion (mg/L)
4.8 600 2880
2900
14.6 200 2920
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Cuadro 34: Resultados de la cuantificacion de nitrogeno total en el disefio experimental

Variables Nitrégeno Egtal

X1 X2 mt gif’afiﬁr(‘%g;g' residual % N consumido
GL @ (ma/t)

10 1 285 210 26.3

10 5 671 480 28.5

30 1 661 408 38.3

30 ) 1048 720 31.3
5.86 3 400 308 23.0
34.14 3 930 402 56.8

20 0.17 393 252 35.9

20 5.83 940 366 61.1

20 3 666 369 44.6

X1: concentracion inicial de azUcares reductores; X,: concentracion inicial de extracto de

levadura

*calculado a partir del contenido de nitrdgeno del hidrolizado y el extracto de levadura.
** cuantificado con el kit de nitrégeno total.

4.6. Datos de cuantificacién de PHB

Cuadro 35: Resultados de cuantificacion de PHB para la cinética de la cepa Bacillus sp.
B23 en el medio definido M.

Biomasa (';/éa;;a_lg]ge)n Masa (mg) mg %PHB
Tiempo (h) pesada DePHBen PHB/mg %PHB o ' =
volumen . promediado
(mg) . muestra Biomasa
inyectado*
Inéculo 5.1 398.484 1.494 0.293 29.300  29.300
21 5.3 782.536 2.935 0.554 55.368 55.972
35 528.034 1.980 0.566 56.575
45 3.6 475.857 1.784 0.496 49.568 50 024
3.9 524.994 1.969 0.505 50.480
70 4.3 492.652 1.847 0.430 42.964 48.258
3.8 542.660 2.035 0.536 53.552

*Volumen inyectado = 10 ul
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Cuadro 36: Resultados de cuantificacion de PHB para la cinética de la cepa Bacillus sp.
B23 en el medio complejo H + EL.

Masa (ng) de

. Masa (mg)
Tiempo () olomasa PHB en DepPHBen MIPHBIMG o biim
pesada (mg) volumen Biomasa

. muestra

inyectado*
12 4.8 227.7817 0.8542 0.178 17.7954
22 5.7 720.4173 2.7016 0.474 47.3959
36 5 534.4175 2.0041 0.4008 40.0813
48 4.9 315.9251 1.1847 0.2418 24.1779
61 53 334.4834 1.2543 0.2367 23.6663
84.5 6.2 245.0622 0.919 0.1482 14.8223

*Volumen inyectado = 10 ul

Cuadro 37: Resultados de cuantificacion de PHB para el disefio experimental.

Variables Biomasa ys;ae(:g) de Masa (mg) %PHB
X1 X2  pesada dePHBen  %PHB** O 'F
volumen promediado
(9/L) (g/L) (mg) inyectadox  Muestra
5.86 3 3.8 114.49 0.4293 10.056
12.3844
5.86 3 4.3 189.524 0.7107 14,711
10 1 3.7 221.366 0.8301 19.969
22.001
10 1 3.8 273.596 1.0260 24.032
10 5 4.4 386.286 1.4486 29.985
31.038
10 5 4.3 413.435 1.5503 32.092
20 0.17 4.4 282.009 1.0575 21.393
24.444
20 0.17 4.9 403.635 1.5136 27.495
20 3 4.3 575.774 2.4103 44.693 44.693
20 3 3.8 466.377 2.1591 40.965 40.965
20 3 4.7 642.767 1.7771 45.647 45.647
20 3 3.9 473.900 1.7489 40.558 40.558
20 5.82 4.1 590.904 2.2159 48.105
48.018
20 5.82 3.9 560.038 2.1001 47.930
30 1 4.4 610.214 2.2883 46.290 47.957
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continuacion

30 1 4.0 594.682 2.2301 49.623

30 5 3.7 558.648 2.0949 50.396
51.385

30 5 4.3 674.723 2.5302 52.374

34.14 3 3.8 597.836 2.2419 52.512
54.274

34.14 3 3.7 621.167 2.3294 56.036

*volumen inyectado = 10 ul

**yalores corregidos con estandares de contenido conocido con un factor de 1.1235. Es decir,
el contenido de PHB se sobreestimaba (12.35%), por lo que se tuvo que corregir dividiendo
entre el factor de correccion.

Cuadro 38: Resultados de cuantificacion de PHB para la validacion

verables Biomasa M?ﬁll(?:ng% - Masa (mg)
X1 X2 de PHB en %PHB
n L pesada (mg) volumen muestra
(G/L) (G/L) inyectado*
34.14 441 4.6 681.6643 2.5562 55.570
34.14 441 4.8 700.0491 2.6252 54.691
34.14 441 5.1 751.7339 2.8190 55.275

* volumen inyectado = 10 ul

ANEXO 5: Andlisis estadistico y pruebas estadisticas
5.1. Cuadros de Efectos Estimados

Cuadro 39: Coeficientes de regresion y significancia del modelo de regresion para la
respuesta de Productividad (Qpng).

-95.% +95.% Err -95.% +95.%
Factor Effect Std.Err. t(6) p Limite de Limite de Coeff. Est C(.)ef Limite de Limite de
Conf. Conf. ' ' Conf. Conf.
Interaccion 0.086247 0.004093 21.07105 0.000001 0.076232 0.096263 0.086247 0.004093 0.076232 0.096263
(1)Azlcares
reductores 0.074781 0.005789 12.91864 0.000013 0.060617 0.088945 0.037391 0.002894 0.030308 0.044473
(9)(L)
Azlcares
reductores -0.025980 0.006472 -4.01428 0.007004 -0.041816 -0.010144 -0.012990 0.003236 -0.020908 -0.005072
(9IL(Q)
(2)Extracto
de levadura 0.047982 0.005789 8.28895 0.000167 0.033817 0.062146 0.023991 0.002894 0.016909 0.031073
(o)(L)
Extracto de
levadura -0.016528 0.006472 -2.55385 0.043266 -0.032364 -0.000692 -0.008264 0.003236 -0.016182 -0.000346
(9L(Q)
1(L) x 2(L) 0.004004 0.008186 0.48914 0.642109 -0.016027 0.024035 0.002002 0.004093 -0.008013 0.012018

Significancia para valores p < 0.05
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Cuadro 40: Coeficientes de regresion y significancia del modelo de regresién para la
respuesta de contenido de PHB (%PHB).

-95.% +95.% Err -95.% +95.%
Factor Effect Std.Err. t(6) p Limite de Limite de Coeff. Est Cc.Jef Limite de Limite de
Conf. Conf. ' ’ Conf. Conf.
Interaccion 42.96591 2.211142 19.43154 0.000001 37.5554 48.37638 42.96591 2.211142 37.55544 48.37638
(1)Azlcares
reductores 26.38593 3.127027 8.43802 0.000151 18.7344 34.03749 13.19297 1.563514 9.36719 17.01875
(g/L)(L)
Azlcares
reductores -7.97947 3.496123 -2.28238 0.062595 -16.5342 0.57524 -3.98973 1.748061 -8.26708 0.28762
(9/D(Q)
(2)Extracto
de levadura 11.45114 3.127027 3.66199 0.010554 3.7996 19.10270 5.72557 1.563514 1.89979 9.55135
(gL
Extracto de
levadura -5.07749 3.496123 -1.45232 0.196623 -13.6322 3.47722 -2.53874 1.748061 -6.81610 1.73861
(@@
1(L) x 2(L) -2.80467 4.422284 -0.63421 0.549342 -13.6256 8.01627 -1.40234 2.211142 -6.81281 4.00813

Significancia para valores p < 0.05

5.2. Cuadros de ANOVA

Cuadro 41: Andlisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la

respuesta %PHB.
Factor SS df MS F p
Azucares reductores (g/L) (X1)  1392.435 1 1392.435 71.20027 0.000151%
Azlcares reductores (g/L)( X1?) 101.875 1 101875 5.20924 0.062595
Extracto de levadura (g/L) (X2) 262.257 1 262.257 13.41017 0.010554%
Extracto de levadura (g/L) (X2?) 41249 1 41.249  2.10923 0.196623
(X2) x (X2) 7866 1 7.866  0.40223 0.549342
Error Total 117.340 6 19.557
Falta de ajuste 97.366 3 32.455 4.8747 0.112938*
Error Puro 19.974 3 6.658
Total SS 1901.976 11

R? = 0.938 y R?Ajustado=0.887.

Valor-F > Fo.o5(1,6)tabutar = 5.99.

SS: Suma de cuadrados; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio
a Significativo para valores-p < 0.05

# Falta de ajuste no significativa
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Cuadro 42: Anélisis de Varianza (ANOVA) para el modelo de segundo orden de la
respuesta Qpre.

Factor SS df MS F p
Azucares reductores (g/L) (X1)  0.011184 1 0.011184 166.8912 0.000013%
Azucares reductores (g/L)( X1?) 0.001080 1 0.001080  16.1145 0.007004°2
Extracto de levadura (g/L) (X2)  0.004604 1 0.004604 68.7067 0.000167°2
Extracto de levadura (g/L) (X2?) 0.000437 1 0.000437 6.5221 0.043266?
(X1) X (X2) 0.000016 1 0.000016 0.2393 0.642109
Error Total 0.000402 6 0.000067

Falta de ajuste 0.000282 3 0.000094 2.3377 0.251856"
Error Puro 0.000120 3 0.000040

Total SS 0.017501 11

R? =0.977 y R?Ajustado=0.958.

Valor-F > Fo .51 6)tabular = 5.99.

SS: Suma de cuadrados; df: grados de libertad; MS: cuadrado medio
2 Significativo para valores-p <0.05

# Falta de ajuste no significativa

5.3. Prueba de Deseabilidad

Profiles for Predicted Values and Desirability

Azicares reductores (g) Extracto de levadura (g/) Desirability
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Figura 53. Perfil de Valores predichos y Deseabilidad. En cuadrados azules estan los
valores predichos para las respuestas, y en cuadrados rojos los valores de las variables
independientes que optimizan la produccion.
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ANEXO 6: Cromatogramas

6.1. Cromatograma de azucares en hidrolizado

Chromatogram and Results
Injection Details
Injection Name: h2 1\3 Run Time (min):  32.00
Vial Number: RE1 Injection Volume: 2.00
Injection Type: Unknown Channel: CAD_1
Calibration Level: Wavelength: n.a.
Instrument Method: AMIDE Bandwidth: n.a.
Processing Method: Azucares Dilution Factor:  1.0000
Injection Date/Time: 08/Aug/18 14:59 Sample Weight: _ 1.0000
Chromatogram |
[ 500 17 Determinacion de azucares #15 h2 1\3 CAD_1
7.50
6.25
] 1
_ 5.00] 4
E
£ ]
£ 3754
5 ]
o ]
250
E 8 - Gelobiosa - 15.945
1257 12 - 19,867
1 114 - 22.775
0.00
_1 OD : T T T J T T
0.0 5.0 10.0 15.0 200 25.0 300 320

Figura 54. Cromatograma de azucares en el hidrolizado de granos gastados de cerveceria,
diluido 1:3. 1. Xilosa. 2.Arabinosa. 3.Fructosa. 4.Glucosa. 5.Celobiosa
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6.2. Cromatograma de consumo de azucares en hidrolizado

Se observd una disminucién significativa del pico de glucosa a las 22 horas. Luego
disminuyo el pico xilosa, seguido del de arabinosa. Cabe resaltar que estos dos picos se
superponian con el método que se probd en ese momento y el programa no los
diferenciaba. Aln es necesario mejorar el método para poder cuantificar adecuadamente.
Se observé también que cuando el pico de xilosa desaparacio cerca de las 48 h, en la
siguiente muestra (61 h) el programa lo consideraba como xilosa por estar sus tiempos de

retencion muy cerca. En realidad se trata de arabinosa.

: 2 3 1
0.50 1 UN \7\:{?33772 - Glucosa - 10.621 . » o
(I 3 Frlcthosa B 514998 6y a0 6898 15 @ho 020
0.00] L2 Tpetess RS 0 WA aN——
1
0.50-: {Glucosa -10.608 12h
] 8 - §eiobioss - 15,988 10,810
] o i
0.00
- 1
134 Xiosap 7.268 . 22h
8- Cel - 15920
000 Jb— w MKl @-&éw%
3
N 1
wn@. i 18 - Celpbipsa - 1538813068 36h
0.00
3
’ ’ - 48h
—_— Lﬂ 11 -5.091 . - osa - 10, 7 110 - 22,671
. UI 3 ! 16,702
- Xilosa - 7,208, _ atold 986 700 \Bei0fisr 95698050 oasa0 61h
0.00 H
-1.00 1! : : : . . | '
0.0 50 10.0 15.0 20.0 25.0 300 320

Time [min]
Figura 55. Cromatogramas superpuestos de muestras de sobrenadante de la cinética en

medio complejo H + EL. Las flechas indican los azlcares para mayor claridad: 1.
Glucosa, 2. Xilosa y 3. Arabinosa.
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ANEXO 7: Célculos de biomasa tedrica esperada
7.1.Célculo de la biomasa tedrica esperada para el medio M.

Los célculos de biomasa celular esperada se realizaron considerando una composicion

de biomasa tipica (Egli, 2009), que se muestra en el Cuadro 43.

Cuadro 43. Composicion elemental de la biomasa de bacterias.

Elemento %
C 50
O 21
N 12
P 3
S 1
K 1

Mg 0.5
Fe 0.5
Ca 1

Mn 0.5
Zn 0.5
Co 0.5
Cu 0.5

FUENTE: (Egli, 2009)
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El medio M modificado tiene la composicion mostrada en el Cuadro 44.

Cuadro 44. Composicion del medio M modificado.

Medio M modificado

Nutrientes g/L
Glucosa 20
NaHPO4 3.59
KH2PO4 15
NaCl 1
(NH4)2SO4 2
NHaFe(ll) citrate 0.05
CaCl» 0.015
MgSO4*7H20 0.2
Sol traza SL6 (10X) 100 uL
Composicion de SL6 (10x)** g/L
ZnS04*7H20 1
HsBO3 3
CoCl2*6H:20 2
CuSO4*5H,0 0.094
NiCl>*6H20 0.2
Na:MoO4*2H,0 0.3
MnCl,*4H20 0.31

**concentrado 10 veces. Fuente: Modificado de (Rodriguez-Contreras et al., 2013)

A partir de esta composicion se calculd el contenido de los macroelementos y los

microelementos que se muestran en el Cuadro 45.
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Cuadro 45. Célculo de las capacidades de biomasa del medio de cultivo

Elemento PM E (g/L) Yx/e (g/g) X (g/L) F.E.

C 12 7.99307267 1 7.993 2.24927579
N 14 0.42643447 8.33333333 3.554 1

P 31 1.12544884 33 37.140 10.4512599
K 39 0.42987681 100 42.988 12.0968685
S 32 0.51030145 100 51.030 14.3600432
Mg 24.3 0.01971842 200 3.944 1.10976531
Fe 55.84 0.01053589 200 2.107 0.59296645
Mn 54.93 0.00000848 10000 0.085 0.02387329
Co 58.93 0.00004954 100000 4.954 1.39394674
Ca 40.08 0.00545252 10000 54.525 15.3435619
Cu 63.55 0.00000239 100000 0.239 0.06722575
Zn 65.38 0.00002274 100000 2.274 0.63982484
Na 22.99 1.55587597 10000 15558.760 4378.28392

PM: Peso molar del elemento quimico; E: Concentracion del elemento quimico en medio de cultivo; Yx/e:
Rendimiento de Biomasa respecto al elemento quimico asumiendo una composicién tipica para bacterias
(Egli, 2009)

Las concentraciones de los macroelementos y microelementos del Cuadro 45 se
calcularon a partir del peso molar de cada elemento y la composicion del medio de cultivo
en el Cuadro 44. Los rendimientos Yx/e se calcularon a partir de la composicién de
biomasa asumida en el Cuadro 43 (Egli, 2009), al menos para los nutrientes principales.
En el caso de algunos micronutrientes, estos valores se obtienen de la literatura (Egli,
2009, 2015). Por ejemplo, para el caso del nitrogeno, este parametro se calcula dividiendo
100/12 = 8.333, donde 12 es el % de nitrégeno asumido como parte de la composicion de
la bacteria y 100 es el total, es decir 100%. El rendimiento Yx/e tiene dimensiones de
masa (g) o concentraciéon (g/L) de biomasa por masa (g) o concentracion (g/L) del
elemento quimico evaluado. Es decir, lo que representa 8.333 es la cantidad de gramos o
gramos por litro de biomasa que se obtienen a partir de 1 g o 1 g/L de nitrégeno. Las
unidades dependen del uso que se le quiera dar al pardmetro. Entonces, para calcular la
biomasa tedrica, simplemente se multiplicé el rendimiento por el contenido del elemento
en el medio de cultivo. Es asi que, por ejemplo, para la concentracion de biomasa predicha
a partir de la concentracion de nitrégeno se obtuvo 3.55 g/L después de multiplicar 8.333
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x 0.4264 g/L. Resaltado en amarillo en el Cuadro 45 se encuentra el nutriente asumido
como limitante, en este caso el nitrogeno. Los factores de exceso se calcularon dividiendo
todas las concentraciones de biomasa, entre la concentracion de biomasa obtenida a partir
del nutriente que se supone debe ser limitante. Estos factores permiten diferenciar qué
nutrientes se encuentran en exceso, y cuales podrian estar limitando el normal crecimiento
de los microorganismos, segun la composicién asumida de estos. En el caso del medio
M, se puede apreciar que varios micronutrientes del medio podrian ser limitantes, como
el Fe, Mn, Cu o Zn. Esto significa que probablemente el nitrdgeno no sea el nutriente
limitante. Sin embargo, esto depende de la composicion exacta del microorganismo
empleado y de las afinidades que este tenga por los nutrientes. Para esto se tendria que
realizar un analisis de la composicion elemental del microorganismo y estudios cinéticos
que evaltien diferentes concentraciones de los micronutrientes y verificar en qué

momento estos pueden limitar el crecimiento al estar los demas componentes en exceso.
7.2. Célculo de la biomasa tedrica esperada para el medio H

Asumiendo la composicion elemental de las bacterias del Cuadro 43, se calculd la
concentracion de biomasa tedrica esperada para el medio H, empleando la concentracion
de nitrogeno total presente en el medio de cultivo. En este caso, el contenido de nitrégeno
para una composicion de medio de cultivo con 20 g/L de azucares reductores es de 0.3762
g/L de nitrogeno total. Este valor se obtuvo al dividir la concentracidn de nitrégeno total
del hidrolizado concentrado, 1.96 g de nitrogeno total /L (a 104.2 g/L de azUcares
reductores) entre 5.21 que es la constante de proporcionalidad obtenida dividiendo 104.2
g/L entre 20 g/L, que es la concentracion de azucares reductores empleada en el medio
H. Con este contenido de nitrégeno y asumiendo un Yx/e de 8.333, se calculd la
concentracion de biomasa tedrica (sin acumulacién de polimero), que en este caso fue de
3.13 g/L.
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7.3. Célculo de la biomasa teorica esperada para el medio H + EL

Asumiendo la composicion elemental de las bacterias del Cuadro 43, se calculd la
concentracion de biomasa tedrica esperada para el medio H + EL, empleando la
concentracion de nitrogeno total presente en el medio de cultivo. En este caso, el
contenido de nitrégeno para una composicion de medio de cultivo con 20 g/L de azlcares
reductores y 2 g/L de extracto de levadura es de 0.57 g/L de nitrégeno total. Este valor se
obtuvo al sumar el contenido de nitrégeno aportado por el hidrolizado y por el extracto
de levadura. Con este contenido de nitrégeno y asumiendo un Yx/e de 8.333, se calculo
la concentracion de biomasa tedrica (sin acumulacién de polimero), que en este caso fue
de 4.75 g/L.

7.4. Calculo de la biomasa tedrica esperada para los ensayos de optimizacion

Asumiendo la composicion elemental de las bacterias del Cuadro 43, se calculd la
concentracion de biomasa tedrica esperada para los medios de cultivo elaborados para los
ensayos de optimizacion, empleando la concentracion de nitrégeno total presente en el
medio de cultivo. En este caso, el contenido de nitrégeno para una composicion de medio
de cultivo se cuantificé al inicio y final de la fermentacion. Con el valor inicial se obtuvo
la biomasa tedrica esperada si es que se consumiera todo el contenido de nitrogeno, es
decir asumiendo que este nutriente es el limitante. Este valor se muestra en el Cuadro 46
como biomasa teorica |. Cabe destacar que este valor no considera acumulacion de
polimero, es decir, solo se trata de biomasa celular, ya que la composicion elemental que
se usa para los calculos es de una bacteria promedio sin acumulacion de polimeros. El
polimero PHB no contiene nitrégeno, solo la biomasa celular (proteinas). La biomasa
tedrica se calculd de forma similar a los casos anteriores. Se sumé el contenido de
nitrogeno aportado por el hidrolizado y por el extracto de levadura. Con este contenido
de nitrégeno y asumiendo un Yx/e de 8.333, se calculd la concentracion de biomasa
tedrica (sin acumulacion de polimero). En el Cuadro 46 también se muestra la “biomasa
real” obtenida después de restar la acumulacion de PHB. A esta biomasa también se le

conoce como biomasa residual.
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Cuadro 46. Biomasa tedrica y real obtenidas en los ensayos de optimizacion.

Variables
Nitrogeno total Biomasa tedrica
o Biomasa real (g/L)

Xi(g/lL) X2 (g/L) inicial (g/L) I (g/L)

10 1 0.285 2.38 1.043

10 5 0.671 5.59 2.371

30 1 0.661 5.51 2.127

30 5 1.048 8.73 2.767
5.86 3 0.400 3.33 1.075
34.14 3 0.930 7.75 2.306

20 0.17 0.393 3.28 2.032

20 5.83 0.940 7.83 2.908

20 3 0.666 5.55 2.746

X1: concentracion inicial de azUcares reductores; X»: concentracion inicial de extracto de
levadura

Sin embargo, la biomasa tedrica mostrada en el Cuadro 46 asume el consumo total del
nitrégeno presente en el medio, lo cual no ocurrid puesto que se midi6 nitrogeno total
remanente (Cuadro 15). Por ello, con la diferencia entre el nitrégeno total inicial y final
en el medio, es decir con el nitrégeno consumido se puede calcular la biomasa teorica I,
que es la que en realidad se supone que deberia estar presente en el medio, asumiendo
que la composicion elemental del microorganismo empleado es la del Cuadro 43. Como
se puede observar en el Cuadro 47, existen casos en los que la biomasa real supera la
biomasa tedrica Il (es importante recordar que la biomasa real se refiere a la biomasa
residual después de restar el contenido de PHB acumulado). En los casos mencionados,
esto se debe a que, en condiciones de contenido de nitrégeno bajo, la composicion del
microorganismo cambia, por lo que el rendimiento Yx/e para el nitrogeno es diferente al
tedrico asumido de N del 12%. Esto se ha comprobado en analisis elementales de
microorganismos en condiciones variables de nutrientes, entre ellos nitrogeno. Por
ejemplo, si se cambia a 7% la composicion de nitrogeno de las bacterias, la biomasa
tedrica se acerca a la real obtenida. En los casos donde la biomasa tedrica supera a la
biomasa real, esto puede deberse a lo contrario, ya que en estos casos el contenido de

nitrogeno es relativamente alto y se promueve un mayor contenido de N en la biomasa.
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Cuadro 47. Biomasa tedrica y real obtenidas en los ensayos de optimizacion.

Variables Nitrégeno
total Biomasa Biomasa real
X1 (g/L) X2 (g/L) consumido  teorica Il (g/L) (g/L)
(9/L)
10 1 0.075 0.625 1.043
10 5 0.191 1.592 2.371
30 1 0.253 2.108 2.127
30 5 0.328 2.733 2.767
5.86 3 0.092 0.767 1.075
34.14 3 0.528 4.400 2.306
20 0.17 0.141 1.175 2.032
20 5.83 0.574 4.783 2.908
20 3 0.297 2.475 2.746

X1: concentracion inicial de azUcares reductores; X,: concentracion inicial de extracto de
levadura
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