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Resumen

Los plésticos se han convertido en el material de mayor y amplio uso en un corto
lapso de tiempo. En este sentido, la dependencia de los plésticos derivados del petréleo
ha aumentado progresivamente en los ultimos afios y es una de las causas del problema
de la excesiva acumulacion de residuos. Los efectos ambientales dafiinos provocados
por estos pldsticos sintéticos han generado un gran interés en el uso y aplicaciones de
biopolimeros. Sin embargo, los polimeros de origen bioldgico representan en la
actualidad s6lo una pequeiia fraccion del mercado total mundial de plasticos (menos del
1% del total) y el principal motivo es su alto costo de produccidn.

Los poli(hidroxialcanoato)s (PHAs) son una familia de biopoliésteres de origen
natural sintetizados por diversos microorganismos. Las caracteristicas de los PHAs
pueden dar lugar a diversas propiedades adaptables a diferentes aplicaciones industriales
que van desde materiales de embalaje biodegradables hasta diversos productos médicos.
Esto los convierte en candidatos prometedores de interés industrial y con valor
ambiental, ya que ademds de su diversidad quimica son biodegradables, piezoeléctricos,
biocompatibles, ademds de ser fabricados a partir de fuentes de carbono renovables.
Varios factores influyen en la producciéon de PHAs, tales como la especie de
microorganismo, la duracién de la fermentacion, la tasa de crecimiento, la naturaleza y
concentracion de la fuente de carbono. Entre estos, el factor de mayor influencia en el
costo de produccion es la fuente de carbono.

El objetivo de esta tesis fue estudiar y optimizar la produccién de PHAs a partir
de sustratos de bajo costo y cepas bacterianas aisladas de ambientes costeros de la
region de Bahia Blanca. Conjuntamente se propuso desarrollar metodologias rdpidas y
confiables para evaluar la produccion de estos biopolimeros. Con este fin se realizaron

aislamientos de cepas bacterianas productoras de PHA de sedimentos del estuario de



Bahia Blanca. Por screening cualitativos se determind la presencia del biopolimero
empleando técnicas cldsicas de tincién de granulos internos de PHA. Alternativamente
se utiliz6 una técnica espectroscOpica (espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)) para la deteccion de la presencia e intensidad de picos caracteristicos
del PHA en muestras de las cepas aisladas. A partir de este screening se seleccioné la
mejor cepa productora de PHA. La cepa seleccionada fue identificada como Bacillus
megaterium BBST4, la cual fue aislada de sedimentos de Estuario de Bahia blanca,
durante un estudio previo llevado a cabo en nuestros laboratorios. Para realizar los
ensayos de optimizaciéon fueron seleccionados dos sustratos (glicerol y almidén)
teniendo en cuenta el rendimiento en la producciéon de PHA demostrado por B.
megaterium BBST4, y en relacién a los costos del medio de cultivo y la fuente de
carbono. Como fuente de nitrégeno se selecciond la urea y un medio de cultivo salino
minimo. Para la optimizacion de la produccién de PHAs a partir de glicerol como fuente
de carbono se analiz6 la influencia de distintas variables en la produccién de este
biopolimero. A partir del almidén como fuente de carbono se desarroll6 la técnica de
disefio experimental por medio de una superficie de respuesta (RSM) como herramienta
estadistica robusta. Para las dos condiciones determinadas por RSM donde se obtuvo la
mdéxima produccién de biopolimero, en relacién al rendimiento de PHA en cantidad y
en economia (menor costo de produccién), se desarrollé un modelado matematico de la
cinética de produccién de estos biopolimeros. Se probaron distintas técnicas de
extraccion de PHAs a partir de cloroformo como principal solvente de extraccion. La
técnica de extraccién que presentd los mejores resultados fue optimizada y empleada
para obtener los PHAs producidos por la cepa estudiada a partir de las dos fuentes de
carbono seleccionadas, y a partir de una tercera fuente de carbono para cotejar

diferencias entre si. Estos PHAs fueron caracterizados por FTIR, Resonancia magnética



nuclear de una dimensiéon (IH-NMR y 13C-NMR) y dos dimensiones (HSQC),
Calorimetria diferencial de barrido (DSC) y Cromatografia por exclusién de tamafos
(SEC o GPC). Los resultados de caracterizacion mostraron que los PHAs producido por
B. megaterium BBST4 a partir de las tres fuentes de carbono presentan
aproximadamente un 89,3 mol% de 3HB, un 5,6 mol% de 3HV y un 5,2 mol% de
monémeros de mcl-HA, probablemente con extension interna de la cadena. En nuestro
conocimiento, este representa el primer reporte de produccion de copolimeros
empleando una cepa del genero Bacillus a partir de distintas fuentes de carbono
renovables. Finalmente se desarrollé una nueva técnica para la determinacién del PHA
extraible a partir de células liofilizadas y FTIR. Esta técnica disminuye notablemente
los tiempos de determinacién, lo que permite una importante reduccién en el tiempo de
toma de decisiones a la hora de definir cuantitativamente el/los momentos de Sptima
produccion de PHA para realizar la extraccion.

Los aportes de esta tesis permiten visualizar un esquema general del proceso de
obtencién y optimizacién de la producciéon de PHAs. Por lo que representan un punto de
inicio para el estudio de la biosintesis de PHAs a partir de sistemas biotecnoldgicos con
diferentes alternativas para la optimizacion en la deteccién y cuantificacion de estos

biopolimeros.



Abstract

In a short time plastics have become the material most widely used. In this sense,
the dependence on petroleum-based plastics has progressively increased in recent years
and is one of the causes of the problem of excessive accumulation of waste. The
harmful environmental effects caused by these synthetic plastics have generated great
interest in the use and applications of biopolymers. However, polymers of biological
origin now represent only a small fraction of the total world market for plastic(less than

1% of the total) and the main reason is the high cost of production.

Poly(hydroxyalkanoate)s (PHAs) are a family of naturally occurring biopolyesters
synthesized by various microorganisms. PHAs characteristics may lead to various
properties adaptable to different industrial applications ranging from biodegradable
packaging materials to various medical products. This wide range of applications makes
them in promising candidates with industrial interest and environmental value. Besides
their chemical diversity, they are biodegradable, piezoelectric, biocompatible, in
addition to being produced from renewable carbon sources. Several factors influence the
production of PHAsS, such as the species of microorganism, fermentation time, growth
rate, the nature and concentration of the carbon source. Among these, the carbon source

is the most influential factor in the cost of production.

The aim of this thesis was to study and optimize the production of PHAs from
inexpensive substrates and bacterial strains isolated from coastal environments from
Bahia Blanca region. In addition, studies were done for the development of fast and
reliable methodologies for assessing the production of these biopolymers. For this
purpose, PHA producing bacterial strains were isolated from sediments of Bahia Blanca
Estuary. The presence of the internal PHA granules was determined using qualitative

screening with conventional staining techniques for these biopolymers. Alternatively, a



spectroscopic technique (infrared Fourier transform spectroscopy (FTIR)) was used for
detecting the presence and intensity of characteristic peaks of PHA in the samples of
isolated strains. From this screening, the best PHA producing strain was selected. The
selected strain was identified as Bacillus megaterium BBT4, which was isolated in a
previous study carried out in our laboratories. To perform the optimization trials were
selected two substrates (glycerol and starch) considering the yield of PHA production
demonstrated by B. megaterium BBST4, and the costs related to the culture medium and
carbon source. The urea was selected as nitrogen source and a defined minimum salt
medium as culture medium. For the optimization of PHA production from glycerol as
sole carbon source, the influence of several variables in the production of this
biopolymer was analyzed. From starch as carbon source experimental design technique
was developed by a response surface methodology (RSM) as robust statistical tool. For
the conditions determined by RSM, where maximum biopolymer production in relation
to the performance of PHA in quantity and economics (lower production costs) was
obtained, a mathematical modeling of the kinetics of production of these biopolymers
was developed. Different techniques for PHA extraction were tested using chloroform
as principal solvent extraction. The extraction technique that exhibit the best results was
optimized and used to obtain the PHAs produced by the strain from the two carbon
sources previously selected, and from a third carbon source employed to collate
differences between them. These PHAs were characterized by FTIR, nuclear magnetic
resonance of one dimension (1H—NMR and C-NMR) and two dimension (HSQC),
differential scanning calorimetry (DSC) and size exclusion chromatography (SEC or
GPC).The characterization results showed that PHAs produced by B. megaterium
BBST4 from the three carbon sources show approximately 89.3 mol% of 3HB, 5.6

mol% of 3HV and 5.2 mol% of mcl-HA monomers, probably with internal chain



extension. To our knowledge, this represents the first report of copolymers production
using a strain of Bacillus spp. from different renewable carbon sources. Finally it
developed a new technique for determining the removable PHA using lyophilized cells
and FTIR. This technique significantly reduces the time of determination, allowing a
significant reduction in time of making decision when it comes to define quantitatively

the moment/s of optimum PHA production to perform the extraction.

The contributions of this thesis allow visualizing an overview of the process of
obtaining and optimization of the PHAs production. Therefore they represent a starting
point for the study of the biosynthesis of PHAs from biotechnological systems with
different alternatives for optimizing the detection and quantification of these

biopolymers.
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Capitulo 1

CAPITULO 1. Introduccién

1.1. LOS BIOPOLIMEROS EN GENERAL Y LOS POLI(B-HIDROXIALCA-
NOATO)S EN PARTICULAR.

1.1.1. Polimeros y biopolimeros. La dependencia global de los plésticos
derivados del petréleo ha aumentado considerablemente en los tltimos afios y causa,
entre otros, un problema en la eliminacién de los residuos (Avella et al., 2005). Un
tipico ejemplo de esta creciente dependencia lo constituye la produccién y el uso de
plésticos no biodegradables en el envasado de alimentos. Sin embargo, un posible
agotamiento del petréleo y el creciente conocimiento sobre los efectos ambientales
dafiinos provocados por los plésticos sintéticos ha provocado gran interés en el uso y
aplicaciones de los biopolimeros (Phillip y col., 2007; Babu y col., 2013). En la Figura
1.1 se presenta una de las posibles clasificaciones de polimeros biodegradables que
estdn siendo utilizados para el envasado de alimentos (modificado de Othman, 2014).

Los polimeros de origen bioldgico son materiales que se producen, entre otros, a
partir de recursos renovables. Los polimeros de origen bioldgico y los polimeros
biodegradables se utilizan ampliamente en la literatura, pero hay una diferencia
fundamental entre estos dos tipos de polimeros. Los polimeros biodegradables se
definen como materiales cuyas propiedades fisicas y quimicas experimentan un
deterioro y se degradan completamente cuando se exponen a microorganismos. Los
polimeros de origen biolégico pueden ser biodegradables (por ejemplo,
poli(hidroxialcanoatos), PHA) o no degradables (por ejemplo, bio-polietileno). Del
mismo modo, mientras que muchos polimeros de origen bioldgico son biodegradables

(por ejemplo, almidén y PHA), no todos los polimeros biodegradables son de origen
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biolégico (por ejemplo, dcido polilactico, PLA, y poli(e-caprolactona), PCL) (Babu y

col., 2013).
‘ POLIMEROS BIODEGRADABLES
‘ NATURALES ‘ ‘ SINTETICOS ‘
CARBOHIDRATOS PROTEINAS PRODUCTOS SINTESIS CONVENCIONAL ¥ QUiMICA ‘
CELULOSA GELATINA MICROBIANOS
ALMIDON GLUTEN PHAs
QUITOSANO COLAGENO
CARRAGENANOS
ALGINATOS
AGAR

BIOMASA PETROLEO
PLA PCL
PVA

PGA

Figura 1.1. Clasificacién de polimeros biodegradables (modificado de Othman, 2014).

Entre los biopolimeros existe una creciente atencion por los polimeros de origen
biolégico debido a que se producen a partir de materia prima renovable y a que son
amigables con el ambiente (Yates y Barlow, 2013). Por otra parte, la biotecnologia
moderna ha hecho posible manipular la produccién de estos biopolimeros para
satisfacer las necesidades humanas (Philip y col., 2007). Los biopolimeros ofrecen la
doble ventaja de conservar los recursos fésiles y reducir las emisiones de CO,, lo que
los convierte en una importante materia prima para la innovacién en el desarrollo
sostenible. Por un lado, algunos polimeros biodegradables sintéticos (Figura 1.1) son

obtenidos a partir de mondémeros bio-derivados que se polimerizan a través de rutas
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Capitulo 1

estdndar (por ejemplo el poli(dcido l4ctico), PLA) y son obtenidos a través de una ruta
de sintesis similar a la de los polimeros sintéticos como el poli(etilen tereftalato), PET.
Por otro lado, los poliésteres de origen bioldgico, como los poli(B-hidroxialcanoato)s,
PHAs, son polimerizados y acumulados de forma natural en determinados
microorganismos como reserva de carbono y energia (Bugnicourt et al., 2014).

Sin embargo, los polimeros de origen bioldgico representan en la actualidad sé6lo
una pequeia fraccion del mercado total mundial de pldsticos (menos del 1% del total).
Al ritmo actual de crecimiento, se espera que los biopolimeros representardn poco maés

del 1 % de los polimeros del mercado en 2015 (Doug 2010).

1.1.2. Historia de los PHAs. En 1923, Lemoigne demostré que un bacilo
aerobio formador de esporas generaba, en suspensiones anaerdbicas, acido 3-
hidroxibutirico o hidroxibutirato (HB). Como resultado de sus investigaciones logré
cuantificar la cantidad de HB producido por la cepa. En 1927, fue capaz de extraer una
sustancia de la cepa utilizando cloroformo y demostré que el material era un polimero
de HB (PHB) (Macrae y Wilkinson, 1958). Sin embargo, no fue hasta la década de 1960
que la produccion de PHB se explor6 a nivel comercial. Los pioneros en este campo
fueron Bautista y Werber en WR Grace & Co. (EE.UU.) que consiguieron varias
patentes para producir y aislar PHB. Comenzaron con el uso de este polimero en la
fabricacion de suturas y prétesis. Los bajos rendimientos del proceso, la contaminacion
del polimero con residuos bacterianos y los altos costos de extraccion dieron fin a sus
trabajos. La crisis del petrdleo de la década de 1970 propicié un impulso en la bisqueda
de plasticos alternativos. Imperial Chemical Industries (ICI, Reino Unido) fue capaz de
formular condiciones para lograr que una cepa de Alcaligenes latus produzca PHB hasta

en un 70 % de su peso celular seco. El PHB obtenido era quebradizo y con altos costos
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de produccidn, por lo que, después de la crisis del petréleo, el desarrollo del PHB como
material de avanzada se detuvo temporalmente (Howells, 1982). Mientras tanto, ICI
produjo un nuevo polimero (BIOPOL) un copolimero de 3-hidroxibutirato y 3-
hidroxivalerato (PHBV). Este copolimero presentaba mejores propiedades que el PHB,
tales como menor cristalinidad y mayor elasticidad (King, 1982). ICI se dividié en junio
de 1993 y la rama Zeneca BioProducts de ICI comenz6 a trabajar con BIOPOL. En abril
de 1996 Zeneca vendi6 su tecnologia BIOPOL a Monsanto. En 1998, Metabolix Inc.
obtuvo la licencia de Monsanto (Braunegg, 2003) y ese mismo afio, con la colaboracién
entre Metabolix Inc. y el Hospital de Niflos de Boston, surge la empresa TEPHA Inc.
TEPHA esta desarrollando la tecnologia de dispositivos médicos a partir de polimeros
biodegradables incluyendo la bioingenieria de valvulas del corazdn, suturas quirtrgicas,
mallas y accesorios ortopédicos (Phillip y col., 2007).

En Brasil, uno de los mayores exportadores de azicar a nivel mundial, una
empresa denominada PHB Industrial S.A. (Serrana), usa cafia de azicar para producir
PHB (Biocycle™). Este proyecto, que comenzé en 1992, resulté de la fusién entre una
empresa productora de azicar (Irmaos Biagi) y otra productora de alcohol etilico
(Grupo Balbo) (Lépez Jiménez, 2011).

En Canadd por su parte, la compafifa Biomatera Inc, se especializa en la
produccion de PHAs a partir de residuos agroindustriales. Estos biopolimeros son
usados en la manufactura de cremas y geles para ser empleados como agentes
retardantes en la liberacion de drogas. También son usados para la fabricaciéon de
materiales cosméticos y como matrices en regeneracion de tejidos (Archambault, 2004).
Por su parte, la empresa Mitsubishi Gas Chemical (Jap6n) se ha especializado en la
produccion de PHB por medio de procesos fermentativos a partir de metanol como

fuente de carbono (BioGreen TM ) (Kosior y col., 2006; Lépez Jiménez, 2011).
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Ademds de las empresas citadas anteriormente otras compaifiias fueron

convirtiéndose en importantes proveedores de PHAs a nivel global (Tabla 1.1)

Tabla 1.1. Proveedores globales de diversos tipos de PHA (modificado de Babu y col., 2013)

Produccién/capacidad prevista

Compaiiia Localizacion  Marca (ktoneladas/aiio)
Bio-on Italy Minerv 10

Kaneka Singapore 10 (al 2013)
Meredian USA 13.5
Metabolix USA Mirel 50
Mitsubishi Gas Chemicals Japan Biogreen 0,05

PHB Industrial S.A. Brazil Biocycle 0,05
Shenzen O'Bioer China

TEPHA USA ThephaFLEX/ThephELAST

Tianan Biological

Materials China Enmat 2

Tianjin Green Biosciences China Green Bio 10

Tianjin Northern Food China

Yikeman Shandong China 3

1.1.3. Estructura de los PHAs. Los PHAs son una familia de biopoliésteres de
origen natural sintetizados por diversos microorganismos. Una molécula de PHA se
compone generalmente de 600 a 35.000 unidades monoméricas de (R)-hidroxidcidos
grasos (Khanna y Srivastava, 2005). Cada unidad de monémero alberga un grupo R, la
cadena lateral, que es generalmente un grupo alquilo saturado (Figura 1.2), pero
también puede tomar la forma de grupos alquilo insaturados, grupos alquilo
ramificados, y grupos alquilo sustituidos aunque estas formas son menos comunes (Lu y
col., 2009). Todas las unidades monoméricas de los PHAs son enantioméricamente

puras y en la configuracién R (Phillip y col., 2007).

R ll:i' R, 0

1
| I l
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Figura 1.2. Estructura general de los PHAs. R1/R2 = grupos alquilo C1 a C14, x = 1-4,
n =100 a 30.000 (Phillip y col., 2007).
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Dependiendo del niimero total de dtomos de carbono del monémero los PHAs
pueden ser clasificados como PHAs de longitud de cadena corta (scl-PHA; 3 a 5 dtomos
de carbono), PHAs de longitud de cadena media (mcl-PHA; 6 a 14 de carbono atomos),
o PHAs de longitud de cadena larga (Icl-PHA; 15 o mas dtomos de carbono) (Khanna y
Srivastava, 2005). Se han identificado en los PHAs cerca de 150 mondmeros diferentes
y este nimero sigue aumentando con la introduccion de nuevos tipos de PHA mediante
la modificacion quimica o fisica de origen natural (Zinn y Hany, 2005), o mediante la
creacion de organismos genéticamente modificados (OGM) para producir PHAs con
grupos funcionales especificos (Escapa y col., 2011). Estas caracteristicas de los PHA
dieron lugar a diversas propiedades que se pueden adaptar a diferentes aplicaciones que
van desde materiales de embalaje biodegradables a productos médicos (Tan y col.,
2014), entre otros. Esto los convierte en candidatos prometedores de interés industrial y
con valor ambiental, ya que ademds de su diversidad quimica son biodegradables,
piezoeléctricos, biocompatibles, ademads de ser fabricados a partir de fuentes de carbono
renovables (Shah y col., 2008). Estas caracteristicas hacen que los PHAs sean
adecuados para diversas aplicaciones en la industria del embalaje, la agricultura, la
industria  alimenticia, como materias primas para productos quimicos
enantioméricamente puros y para la produccién de pinturas (Anderson y Dawes, 1990;
Sudesh y col., 2000; Misra y col., 2006; Papaneophytou y Kyriakidis, 2012). Los PHAs
también se consideran compuestos farmacéuticamente activos y actualmente se estdn
investigando como potenciales fiarmacos anti-HIV, farmacos contra el céncer,
antibidticos, etc. (Tan y col., 2014). Los dcidos R-hidroxialcanoicos producidos por la
hidrélisis de los PHAs también pueden ser ampliamente utilizados como materiales
quirales de partida en quimica fina y en las industrias farmacéutica y médica (Philip y

col., 2007).
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Varios factores influyen en la produccién de PHAs, tales como el tipo de
microorganismo, la duracién de la fermentacion, la tasa de crecimiento, la naturaleza y
concentracion de la fuente de carbono, y las condiciones de estrés, especialmente la
limitacion de nitrégeno, fésforo u oxigeno (Shahid et al., 2013). Aunque los PHAs son
biocompatibles y amigables con el medio ambiente, su costo de produccién es mucho
mayor que el de los plasticos sintéticos, lo que presenta la principal desventaja de los
poli(hidroxialcanoato)s en los mercados globales (Dhangdhariya et al., 2015). En este
sentido, en el andlisis econdmico de la produccién de PHAs, los costos de la fuente de
carbono por si sola representan aproximadamente el 50 % de los costos totales de la
producciéon de PHAs. Con el fin de reducir los costos de produccidn, es esencial
identificar microorganismos que utilicen fuentes de carbono més econémicas y que sean
eficientes para producir PHAs (Kim, 2000). La produccién de diversos tipos de PHAs,
sus propiedades y aplicaciones posteriores fueron revisadas recientemente por Philip y

col. (2007), Olivera y col. (2010), Chen (2010) y Rai y col. (2011), entre otros.

1.1.4. Propiedades de los PHA. Dentro de los PHAs, el polimero mas
comunmente producido corresponde al PHA de cadena corta (scl-PHAs) compuesto por
mondémeros de dcido 3-hidroxibutirico (PHB), pero el PHB homopolimero es bastante
rigido y cristalino, por lo que es mds dificil de procesar y de ser utilizado
comercialmente.

Por otro lado, los PHAs de cadena media (mcl-PHA), como el
poli(hidroxioctanoato), poseen caracteristicas similares a los elastémeros. Sin embargo,
los copolimeros que contienen mondémeros de cadena corta y cadena media poseen
propiedades intermedias entre los homopolimeros de cadena corta (scl-PHA)s y de

cadena media (mcl-PHA)s, dependiendo de la relacién entre los distintos mondmeros.
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Por lo tanto la incorporacién de unidades monoméricas de cadena media en la cadena
principal mejora las propiedades del polimero obtenido, lo que los hace mds adecuados
para su aplicacién a nivel comercial (Singh y Mallick, 2007). Si bien la sintesis de estos
copolimeros es posible agregando al medio de cultivo fuentes de carbono especificas, la
ecuacién econdmica mejora mucho cuando la cepa incorpora naturalmente estos

monoémeros de cadena media a partir de fuentes de carbono de bajo costo como sustrato.

1.2. BACTERIAS PRODUCTORAS DE PHAs

Existen diferentes formas de clasificar los grupos bacterianos, la més utilizada
emplea las diferencias en estructura y composicién de la pared celular (Figura 1.3) por
medio de la tincion de Gram (1884) (Apéndice B). Mediante esta técnica se distinguen
dos grandes grupos de bacterias: las bacterias Gram negativas y las bacterias Gram
positivas. Entre los productores de PHA encontramos bacterias integrantes de ambos

grupos.

1.2.1. Bacterias Gram-negativas. Dentro de las bacterias Gram negativas
productoras de PHAs se destacan muchas bacterias haléfilas y halotolerantes capaces de
producir gran cantidad de PHA a partir de residuos (Shrivastav 2010; Van-Thuoc y col.,
2012; Bera, 2015; Dhangdhariya et al., 2015). Varias de estas bacterias, principalmente
del género Cupriavidus, son ampliamente empleadas en la produccion de PHAs a nivel
industrial debido a la alta capacidad de produccion de scl-PHAs. Investigaciones
recientes sobre el empleo de bacterias Gram-negativas en la produccion de PHA a
escala industrial se puede encontrar en varios articulos de revisiéon (Chen, 2010;
Chanprateep, 2010). Por otra parte, el género Pseudomonas se presenta como un

interesante productor de mcl-PHAs. Generalmente es capaz de producir entre 1 y 30 %
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del peso seco en biopolimero. Hasta la fecha, la mayoria de las bacterias productoras de
PHAs empleadas son bacterias Gram-negativas (Lu y col., 2009). Sin embargo, el
principal problema con estas bacterias es la presencia del lipido A (endotoxinas),
componente de la membrana externa de lipopolisacaridos (LPS) que forman la pared
celular de las Gram negativas (Figura 1.3); el cual puede ser arrastrado con el PHA
durante el proceso de extraccién (Rai y col., 2011). Las endotoxinas de los LPS son
pirégenos que pueden provocar una fuerte respuesta inflamatoria (Ray y col., 2013),
haciendo inadecuado al PHA para aplicaciones biomédicas. Aunque esta endotoxina
puede eliminarse, los métodos utilizados para tal fin aumentan el costo global de la
produccién de PHA y conducen a cambios en las propiedades del PHA (reduccién de la

masa molecular y la polidispersidad).

1.2.2. Bacterias Gram-positivas. La produccion de PHA fue inicialmente
descubierta en bacterias Gram-positivas del género Bacillus (Lemoigne, 1923),
posteriormente se ha informado en otros géneros de este grupo. En comparacién con las
bacterias Gram-negativas, las bacterias Gram-positivas producen principalmente scl-
PHA (Zinn y Hany, 2005) y en menor contenido (2 a 50 % del peso seco), razén por la
cual las bacterias Gram-positivas todavia son menos utilizadas para la produccién de
PHA comercial. Un contenido de scl-PHA del 82 % del peso seco fue obtenido
empleando Streptomyces sp. (ATCC 1238) en un medio con glucosa, pero este valor
puede ser una sobreestimacion debido al uso de la técnica del dcido croténico (Karr y
col., 1983; Valappil y col., 2007a). Algunas cepas Gram-positivas son capaces de
sintetizar copolimeros de cadena media y cadena corta si se emplean condiciones y
sustratos de carbono adecuados. Un estudio realizado por Shahid y col. (2013)

demostraron que B. megaterium (DSM 509) producia exclusivamente PHB a partir de
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glicerol y 4cido succinico en un medio mineral con nitrégeno, pero comenzaba a

producir copolimeros en un sub-cultivo con el mismo medio y en ausencia de nitrogeno.

Con la misma bacteria, los autores observaron la formacion de homopolimero de

cadena media (mcl-PHA) cuando realizaron cultivos empleando como sustrato dcido

octanoico en ausencia de nitrégeno (Shahid et al., 2013). A pesar de la acumulacién de

menores cantidades de PHA en general, las bacterias Gram-positivas son ventajosas

sobre las Gram-negativas, debido a que no poseen LPS en su pared celular, lo que

convierte a los PHAs obtenidos en una mejor fuente de materia prima para aplicaciones

biomédicas (Valappil y col., 2007a).
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Figura 1.3. Esquema de la pared celular de las bacterias Gram positiva (a) y Gram negativa (b)

(Curtis y Schnek, 2008).

Los principales géneros son Bacillus (B. megaterium, B. cereus, B. mycoides) y

actinomycetes del género Streptomyces (Vallapil y col., 2004), aunque en general, el

10
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género Bacillus parece ser un mejor candidato en comparacion con Streptomyces para la
producciéon de PHAs debido a un mejor rendimiento de polimero y condiciones de

fermentacién menos estrictas (Vallapil y col., 2007a).

1.2.3. Las bacterias del género Bacillus. Las bacterias de este género tienen
algunas caracteristicas interesantes para ser empleadas en distintas aplicaciones
industriales, tales como el rapido crecimiento en sustratos econdémicos y la tolerancia a
altas presiones osméticas. Sin embargo, estas bacterias son formadoras de endosporas y
suele suceder que el punto mdximo de acumulacién de polimero tiene lugar justo antes
de la esporulacién, siendo degradado durante este proceso. Este hecho es negativo para
el desarrollo del proceso de producciéon de PHAs (Wu et al., 2001; Full y col., 2006;
Valappil y col.,, 2007a). Wu et al. (2001) demostré la dificultad de promover la
formacién de PHB en cepas de Bacillus spp. utilizando métodos estdndar de cultivo
tales como altas relaciones carbono:nitrégeno, o el bajo suministro de oxigeno, ya que
todos estos métodos inducen la esporulacion (Faccin, 2009). Por lo que al emplear cepas
de Bacillus spp. es necesario determinar las condiciones éptimas de crecimiento en las

que se logran producir altas concentraciones de PHA evitando la esporulacion.

1.3. METODOLOGIAS DE OPTIMIZACION PARA LA PRODUCCION DE
PHAs

En la produccién de PHAs influyen distintas variables, tales como el tipo de
microorganismo, la duracién de la fermentacion, la tasa de crecimiento, la naturaleza y
concentracién de la fuente de carbono, entre otras (Shahid et al., 2013). Para la
optimizaciéon de variables en la producciéon de PHAs se han desarrollado varias

metodologias, incluyendo métodos convencionales con el uso de un factor o variable

11
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predictora a la vez, con el uso de andlisis de varianza y regresiéon simples, muy
laboriosos y con mucho consumo de tiempo (Capitulo 2) hasta técnicas basadas en
estadistica compleja, como la metodologia de superficie de respuesta (MSR) (Capitulo
3) (Grothe et al., 1999; Lee y Gilmore, 2005; Salas, 2008; Zafar y col., 2012). Para
determinar las mejores interacciones y optimizar simultineamente multiples ecuaciones
se utilizan las funciones de deseabilidad definidas por Derringer y Suich (1980) (Khun,

2015).

1.4. CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION INTRACELULAR DE
PHAs

Para determinar el contenido de PHA de la biomasa han sido desarrollados
diferentes métodos: 1) mediante extraccién directa, en particular utilizando cloroformo
u otros disolventes orgdnicos para obtener el PHA extraible de las células (Valappil y
col., 2007b; Ibrahim y col., 2009; Heinrich y col., 2012) o 2) a partir de la medicién
indirecta, lo que indica la concentracion de PHA intracelular, principalmente por
cromatografia de gases (Braunegg y col., 1978; Kansiz y col., 2000; Jarute y col., 2004;
Arcos-Hernandez y col., 2010). Sin embargo, para obtener informacién sobre el
rendimiento real del proceso, se requiere la determinaciéon de PHA extraible, que sélo
puede llevarse a cabo a través de técnicas de extraccion directa.

Los altos costos de los procesos de extraccion de los PHAs, sumados a la variacién
en los tiempos de médxima produccién por parte de la mayoria de las bacterias
productoras de estos biopolimeros, exigen el abordaje de nuevas técnicas de
cuantificacién que permitan una rdpida determinaciéon del momento 6ptimo en la
produccion donde realizar el proceso de extraccion.

Tradicionalmente se ha usado el ensayo del dcido croténico como método para la

determinacion cuantitativa de PHB (Law y Slepecky, 1961; Ward y col., 1973;

12
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Slepecky y Law, 1960). Si bien este método es fécil y rapido para cuantificar el PHB, el
mismo tiende a sobrestimar el contenido de PHB y se limita sélo a la determinacién de
PHB (Karr y col, 1983; Valappil y col.,, 2007a). Actualmente se puede lograr la
cuantificacion de diferentes PHAs intracelulares utilizando técnicas analiticas
modernas, incluyendo entre otros la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) (capitulos 2 y 5) (Tan y col., 2014). La técnica de FTIR no necesita de
solventes para su aplicacion, lo que elimina la exposicion al riesgo de las sustancias
quimicas peligrosas, ademds no es una técnica destructiva y necesita tiempos cortos
para el procesamiento y andlisis de las muestras lo que proporciona una rdpida
disponibilidad de los resultados.

Varios autores demostraron que el contenido de PHA puede ser relacionado por
medio de los espectros FTIR de las muestras de células intactas utilizando andlisis
estadisticos multivariados o quimiometria, principalmente modelos de regresion por
minimos cuadrados parciales (PLSR), lo que permite la determinacién del contenido de
PHA con un error estandar de la estimacion (Kansiz y col., 2000; Jarute y col., 2004;
Arcos-Herndndez y col. 2010). Sin embargo, todas las cuantificaciones por IR
empleadas se basan en metodologias que utilizan accesorios FTIR caros, como ATR
(Jarute y col., 2004; Arcos-Herndndez y col. 2010), o transmitancia sobre peliculas de
células con microscopia IR (Kansiz y col., 2000), en lugar de utilizar una metodologia
clasica y de bajo costo, como la transmitancia con pastillas de KBr (Smith, 2011).
Tampoco existe informacién acerca de la cuantificaciéon de PHAs basado en FTIR y

analisis multivariado en bacterias Gram-positivas (capitulo 5).
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1.5. TECNICAS DE EXTRACCION DE PHAs

En la produccion de PHAs a gran escala tanto la relacion costo-beneficio como la
pureza farmacoldgica del PHA dependen principalmente del microorganismo utilizado
y el método de extraccion empleado (Valapil y col., 2007). El PHA microbiano es
almacenado como grdnulos intracelulares insolubles y los métodos para recuperarlo
implican tipicamente la lisis de la pared/membrana celular, la solubilizacién y
purificaciéon del PHA, y finalmente la precipitacién del polimero. Los métodos mads
comunes de recuperacion del PHA a partir de la biomasa microbiana utilizan la
extraccion con solventes y la digestion quimica. Entre todos los métodos de
recuperacion, la extraccién con solventes es el mejor establecido y el mas cominmente
utilizado, debido a que proporciona una alta pureza en la obtencion del PHA (Jiang y
col., 2015). Se han probado distintos solventes de extracciéon como diclorometano,
carbonato de propileno, anhidrido acético, carbonato de etileno, dicloroetano o
cloroformo (Berger et al., 1989; Valapil y col., 2007), siendo la extraccién en Soxhlet
con cloroformo en ebullicién el més popular (Kannan y Reh4gek, 1970; Manna y col.,
1999). Ramsay y col. (1994) realizaron un estudio donde evaluaron diferentes solventes
como cloroformo, cloruro de metileno o 1,2-dicloroetano para recuperar PHB bajo
diversas condiciones (cloroformo: 61 °C, 1 h; cloruro de metileno: 40 °C, 24 h y 1,2-
dicloroetano: 83 °C, 0,5 h). Después de la extraccidn con estos solventes, eliminaron los
restos celulares mediante filtracién y concentraron la solucién por evaporacion rotatoria
antes de precipitar el PHB por adicién gota a gota de etanol enfriado con hielo. Con
cloroformo y 1,2-dicloroetano lograron una alta recuperaciéon de PHB (68 %) con una
alta pureza (96 % a 98 %) en comparacién con el cloruro de metileno (recuperacién: 25

%, pureza: 98 %).
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Aunque las técnicas de extraccién con solventes permiten una alta pureza en la
recuperacion del PHB, existe gran preocupacion por los altos costos de esta operacion,
asi como el impacto ambiental negativo causado por la generaciéon de residuos
peligrosos (Hottle y col., 2013). Una de las formas de minimizar este problema es
mediante el uso de solventes residuales para la extracciéon de PHB. Esto fue demostrado
en una planta de Brasil, donde la produccién de PHB a escala piloto se integré con un
molino de cafia de azicar y los subproductos de la fermentacién etandlica derivados del
molino fueron utilizados posteriormente como solventes de extraccion para la
recuperacion del PHB (Nonato y col., 2001), presentando asi una solucién factible para
lograr una alta pureza en la extraccion de PHB a un costo ambiental inferior.

Industrialmente, la compaiia Australiana Chemie Linz GmbH, productora de PHB,
empleaba la extraccién con solventes para recuperar el biopolimero. Al igual que
Chemie Linz, la compaiiia inglesa Imperial Chemical Industries (ICI) inicialmente
utilizaba la extraccion con solvente para la recuperaciéon de PHA (Tamer y Moo-Young,
1998).

Otros procesos de recuperaciéon emplean la digestion quimica por medio de
hipoclorito para el tratamiento de la biomasa. Este tratamiento es eficaz en la
solubilizacion de los componentes celulares lograndose la separacién del contenido de
PHB que es posteriormente recuperado por centrifugacion (Berger y col., 1989).
Mientras que el método es simple y eficaz, los polimeros de PHB obtenidos a través de
la digestion con hipoclorito son generalmente de masas moleculares mds bajas debido a
una alta degradacion del polimero (Hahn et al., 1994; Ramsay et al., 1990). Por este
motivo es necesario optimizar el proceso de extraccion para limitar la disminucién en la
masa molecular del biopolimero (Berger et al., 1989). Por otro lado, para resolver este

problema fue desarrollado un enfoque combinado el cual emplea dispersiones de la
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solucién de hipoclorito de sodio como solubilizante celular y cloroformo para proteger
al PHB de la excesiva degradacion después de su liberacion de las células,
aprovechando asi la digestion con hipoclorito y la extraccion por solvente (Hahn et al.,

1994).

1.6. TECNICAS DE CARACTERIZACION DE PHAs

Para determinar la estructura quimica y las propiedades térmicas de los PHAs, estos
son sometidos a diferentes técnicas analiticas siendo las mds cominmente utilizadas la
calorimetria diferencial de barrido (DSC), la cromatografia por permeacién de geles
(GPC), la resonancia magnética nuclear (NMR), la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier (FTIR). Los PHAs pueden variar desde no cristalinos a
altamente cristalinos con valores de cristalinidad entre 0 % y 70 % (Chanprateep, 2010;
Rai y col., 2011). La cristalinidad puede medirse por varios métodos de andlisis

estructurales, incluyendo DSC y Difraccién de Rayos X (Tan y col., 2014).

1.6.1.Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC). La calorimetria diferencial de
barrido (DSC) es una técnica experimental tipicamente utilizada para la determinacién
de las propiedades térmicas de los PHAs. La capacidad de monitorear la temperatura y
el calor involucrado durante las transiciones de fase en polimeros no s6lo proporciona
datos sobre la estabilidad térmica de los mismos, sino que también hace posible obtener
informacion detallada de los procesos de cristalizaciéon y fusién de los cristales
formados. Las mejoras en la instrumentacién y el software para DSC han generado
nuevas oportunidades para el estudio de los efectos de la estructura y los cambios en el
medio ambiente en el comportamiento de distintas biomoléculas (Spink, 2008). El uso

de DSC en el andlisis de las propiedades térmicas de los PHAs es ampliamente
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reconocido (Hahn y col., 1994; Oliveira y col., 2007; Valapil y col., 2007; Venkateswar
Reddy y col., 2015; Dominguez-Diaz y col., 2015). En el andlisis del grado de
cristalinidad por DSC, la entalpia de fusién (AH,,) ofrece un valor estimado del calor de
fusion en las condiciones de analisis, el cual esta relacionados con la cristalinidad del
polimero. Los PHA con muy baja cristalinidad suelen tener AH,, bajos a no observables,
mientras que los polimeros altamente cristalinos, tales como el PHB, pueden tener

valores AH,, de hasta 146 J g'1 (Barham y col., 1984; Rai y col., 2011).

1.6.2. Cromatografia por permeacion de geles (GPC). Las propiedades fisicas
de los PHAs dependen de su masa molecular (Dominguez-Diaz y col., 2015). La
cromatografia por permeaciéon de geles (GPC) o cromatografia por exclusiéon de
tamafios (SEC), implica el fraccionamiento cromatografico de macromoléculas segin su
tamafio molecular. Esta técnica es comiunmente utilizada para el andlisis cuantitativo de
la distribucién de masas molares de PHA (Biirger y col., 1993; Labuzek and Radecka,
2001; Oliveira et al., 2007; Valapil y col., 2007; Ten y col., 2015). La masa molecular
promedio en peso (My,), la masa molecular promedio en nimero (M,), y el indice de
polidispersidad o PDI (M,,/M,)) de un PHA pueden ser determinados por cromatografia
por permeacion de geles (GPC), previa calibracion con patrones de poliestireno (Ashby
y col.,, 2002). El M,, de los PHAs se extiende en un amplio rango de 50.000 a
10.000.000 g/mol y en funcién del valor de M,, el PDI podria estar entre 1,1 y 6,0
(Madison y Huisman, 1999; Chen y col., 2010; Chanprateep, 2010). Para este andlisis se
utilizan columnas de GPC consistentes en geles con distintos tamafios de poros (Ashby
y col., 2002, Koller y col., 2005). A menudo, el amplio rango de M, de los PHAs

convierte al andlisis de una muestra desconocida en un gran desafio, en particular
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cuando el biomaterial es una mezcla de diferentes moléculas de PHA con muy

diferentes valores de M;, y My, (Tan y col., 2014).

1.6.3. Resonancia Magnética Nuclear (NMR). La resonancia magnética nuclear
(NMR ) se ha utilizado durante muchos afios como un método de andlisis quimico. El
NMR permite estudiar la composicion quimica de un polimero de PHA intacto (no asi
la cromatografia gaseosa) y diferenciar entre mezclas de PHA y copolimeros de PHA,
con los detalles topoldgicos y de los grupos funcionales presentes en las moléculas
(Hahn y col., 1995; Cromwick y col., 1996; Ashby y col., 2002; Teeka y col., 2012).
Los dos ntcleos cominmente utilizados son el de H y el de C dando lugar a 'H-NMR y
BC-NMR. La alta abundancia de protones ("H) en la naturaleza indica que 'H-NMR es
mads sensible y requiere un tiempo de andlisis mas corto (alrededor de una hora). Por el
contrario, debido a la baja sensibilidad y abundancia natural del BC, la adquisicion de
espectros de *C-NMR puede requerir un tiempo de andlisis més largo (hasta 24 h) para
lograr una intensidad de sefial suficiente. A pesar de su mayor costo en tiempo el *C-
NMR aporta informaciéon esencial sobre la distribucion de mondmeros en las
macromoléculas. Como los PHAs contienen hidrégeno y carbono, generalmente 'H-
NMR vy BC-NMR se aplican en combinacién para proporcionar un andlisis mds
completo del polimero. Esta técnica ha sido utilizada para estudiar la dindmica,
estructura y disposicion de grupos o cadenas laterales de los PHAs (Labuzek and
Radecka, 2001; Oliveira et al., 2007; Valapil y col., 2007; Ten y col., 2015). También se
utiliza ampliamente para el andlisis de PHAs saturados e insaturados. Mediante 'H-
NMR es posible cuantificar los monémeros presentes en un PHA empleando la relacion
de intensidad de sefiales (Sanchez y col., 2003). Las preferencias conformacionales de

la molécula de PHB se han determinado mediante el andlisis de los espectros de NMR
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en cloroformo y dimetilformamida (Doi y col., 1986). El NMR es también una poderosa
herramienta no destructiva que podria aplicarse al andlisis de nuevos PHAs
funcionalizados para los que los estindares analiticos no estdn disponibles actualmente
(Hartmann y col., 2004; Hany y col., 2005). En la Figura 1.4 se pueden observar un

espectro tipico de "H-NMR y *C-NMR de un mcl-PHA (Wang y col., 2012).

1.6.4. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). La
espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica no destructiva, que requiere tiempos
minimos para la preparacidon de la muestra, y permite la rdpida caracterizacién de los
rasgos estructurales de materiales poliméricos complejos. El espectro IR es rico en
informacidn relacionada a los movimientos de vibracidén y rotacion de los 4tomos en las
moléculas. Absorciones de IR especificas pueden ser asignadas a determinados tipos de
enlaces covalentes, y las modificaciones de estos enlaces debidas al entorno electrénico
local pueden ser detectados en los detalles de los espectros. Esta herramienta es
utilizada habitualmente para determinar cualitativamente la estructura molecular de los
PHAs (Kansiz, 2000; Oliveira et al., 2007; Valapil y col., 2007), ya que las principales
bandas del PHA son las correspondientes a las sefiales de estiramiento del grupo
carbonilo del éster (1750 a 1720 cm™) y las bandas entre 1450 y 1000 cm’ son las
correspondientes a deformaciones de los grupos metilo (CH3) y metileno (CH2), asi
como a estiramientos del grupo CO (Kansiz, 2000; Shahid y col., 2013). En el andlisis
de cristalinidad por FTIR, los PHAs presentan bandas de absorcién caracteristicos a

ciertos numeros de onda que pueden ser correlacionados con la cristalinidad.
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Figura 1.4. (A) Espectro tipico de "H-NMR de un mcl-PHA. Los protones estan numerados en
el polimero y se asignan a los picos en el espectro. (B) Espectro tipico de *C-NMR de un mcl-
PHA, los 4tomos de carbono estdn numerados en el polimero y se les asigna a picos en el
espectro (3HHx, 3-hidroxihexanoato; 3HO, 3-hidroxioctanoato; 3HD, 3-hidroxidecanoato,
3HDD, 3-hidroxidodecanoato) (Tan y col., 2014).
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Las ubicaciones exactas de estas bandas varfan segin la composicién quimica del
polimero. Para scl-PHA como PHB y PHBV, las bandas en 1453, 1382, 1279, 1228, y
1185 cm™ son sensibles al grado de cristalinidad (Bloembergen y col., 1986; Xu y col.,
2002; Luo y col., 2006; Porter y Yu, 2011).

La banda en 1725 cm™ y las bandas en el rango de 1500 a 1300 cm™, 1300 a
1000 cm™ y 1000 a 800 cm™ revelan cambios conformacionales de los mcl-PHA vy scl-

mcl-PHA, tanto en fase cristalina como amorfa (Chen y col., 2009).

1.7. INVESTIGACION SOBRE PHAs

La intensa investigacion y el interés comercial en los PHAs son evidentes al
observar el rdpido incremento en las publicaciones relacionadas. Un reporte de citas de
la Web of Science (Thomson Reuters, Nueva York, EE.UU.) revel6 que en los ultimos
20 afos, los documentos relacionados con el PHA han aumentado casi 10 veces,
mientras que las citas se han incrementado en mas de 500 veces con un recuento medio
de citas de cerca de 1.100 por afio (Tan y col., 2014). Esto ha impulsado el crecimiento
del conocimiento y el desarrollo de técnicas relacionadas con la produccién microbiana
de PHAs. Con esta informacidn, el trabajo de investigacion sobre los PHAs puede
generarse con rapidez, ya sea mediante el uso de cepas microbianas conocidas o por
medio del aislamiento y caracterizacion de nuevas cepas microbianas productoras de

PHA (Figura 1.5).
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RUTA 2: AISLAMIENTO DE NUEVAS CEPAS
MUESTRA PARA INGCULO (BARROS ACTIVADOS,
SUELO, BIOFILM, ETC.} (CAPITULO 2)

RUTA 1: UTILIZACION DE MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS
FUENTE DE CARBONO ESPECIFICA O DESECHO ORGANICO
PARA LA PRODUCCION DE PHA (CAPITULOS 2 Y 3)

v

DETECCION DE PHA Y CAPACIDAD DE PRODUCIRLO (CAPITULO 2)

<

CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION INTRACELULAR DE PHAS (CAPITULO 4 Y 5)

<

EXTRACCION DE LOS PHA (CAPITULO 4)

<

CARACTERIZACION DE LOS PHA (CAPITULO 4)

v

APLICACIONES POTENCIALES DE LOS PHA (CAPITULOS 4 Y 6)

Figura 1.5. Proceso esquematicos del flujo de trabajo para la investigacion de PHAs

(modificado de Tan y col., 2014).

1.8. OBJETIVOS

El objetivo general de esta tesis es estudiar y optimizar la produccion de poli(j3-
hidroxialcanoato)s, PHAs, a partir de sustratos de bajo costo y cepas bacterianas
autdéctonas aisladas de ambientes costeros de la region de Bahia Blanca. Conjuntamente
se propuso desarrollar metodologias rapidas y confiables para evaluar la produccién de

estos biopolimeros.

Este objetivo general se abordé mediante los siguientes objetivos particulares:
a) Evaluar la capacidad de producciéon de PHAs por parte de cepas bacterianas

provenientes de ambientes costeros afectados por la actividad antrépica.
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b) Seleccionar cepas con el mejor potencial para la produccién de PHAs a partir los
residuos seleccionados.

c) Estudiar las condiciones experimentales y nutricionales para optimizar el
crecimiento y la acumulacion de PHAs por parte de la cepa seleccionada,
empleando como sustratos glicerol y almidén en un medio de bajo costo.

d) Adaptar las metodologias de extraccién

e) Identificar y caracterizar los biopolimeros obtenidos

f) Desarrollar un método rdpido y confiable para la determinacién del PHA

extraible a partir de células liofilizadas.
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CAPITULO 2. Bioconversion de glicerol a
poli(hidroxialcanoato)s en un medio economico por una cepa

de Bacillus megaterium aislada de sedimentos marinos.

2.1. INTRODUCCION
2.1.1. El glicerol y la urea como fuentes econémicas de carbono y nitrégeno,
respectivamente, para la produccion de PHAs.

La producciéon de biodiesel genera alrededor del 10 % (p/p) de glicerol como
subproducto principal. El exceso de glicerol generado puede llegar a convertirse en un
problema ambiental; sin embargo, debido a su amplia presencia en la naturaleza,
muchos microorganismos conocidos pueden utilizar el glicerol como unica fuente de
carbono y energia. Una de las posibles aplicaciones es su uso como fuente de carbono y
energia para el crecimiento microbiano en microbiologia industrial (da Silva y col.,
2009). Una de estas potenciales aplicaciones con gran valor agregado es su utilizacion
en la produccién de PHAs. Bormann y Roth (1999) utilizaron glicerol como fuente de
carbono en cultivos discontinuos para la producciéon de PHB consiguiendo una baja
conversion promedio de alrededor del 17 %. Ashby y col. (2004 y 2005) han utilizado
directamente los residuos de la corriente de produccién del biodiesel para generar un
caldo de cultivo logrando asi la produccién de PHAs. Cavalheiro y col. (2009) han
obtenido PHB a partir de glicerol reciclado de plantas de biodiesel consiguiendo
conversiones de PHB de alrededor del 62 %. Es sabido que las bacterias del género
Bacillus son capaces de crecer a partir de glicerol como tnica fuente de carbono y
energia (Rohini y col., 2006; Vishnuvardhan Reddy, 2009; Sindhu y col., 2011; Zafar y

col., 2014). Recientemente Zafar y col. (2014) obtuvieron una conversién del 16 % de
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glicerol en copolimeros (scl-HA-co-mcl-HA) a partir de la cepa Bacillus sp. RER002 y
glicerol como fuente de carbono. Estos resultados le dan una gran perspectiva a futuras
investigaciones enfocadas a la produccién de PHAs a partir de residuos agroindustriales
como el glicerol (Lépez y col. 2011) y cepas de Bacillus spp. con amplia capacidad para
consumir fuentes de carbono derivadas de estos desechos.

Por otra parte, la urea es una fuente de nitrégeno econdmica (Soletto, 2005).
Utilizando urea en concentraciones menores a 1 g/L, Kim y col. (1992) consiguieron
porcentajes de produccion de PHA mayores a 37 % con la cepa Alcaligenes sp. SH-69
luego de 24 h de crecimiento, empleando sorbitol como fuente de carbono. Utilizando
urea y melaza como fuentes de nitrégeno y carbono, respectivamente, Kulpreecha y col.
(2009) consiguieron porcentajes de produccién de PHB mayores a 55 % con la cepa B.
megaterium BA-019 y empleando las mismas fuentes de nitrégeno y carbono Tripathi y
col. (2013) consiguieron superar concentraciones del 76 % utilizando una cepa de
Alcaligenes sp. En otro trabajo, Bormann y col. (1998) consiguieron productividades de
hasta 0,83 gPHB/L"'-h™ con la cepa Azotobacter beijerinckii utilizando glucosa como
fuente de carbono.

Para la bisqueda de microorganismos con capacidad de producir PHA utilizando
determinados residuos industriales o agroindustriales como sustrato, deben
seleccionarse sitios relacionados con la generacién de residuos o que estén impactados
por vuelcos industriales y municipales. Por esta razén se eligieron para este estudio
sedimentos del Estuario de Bahia Blanca. El Estuario se encuentra ubicado en la costa
atlantica de la provincia de Buenos Aires, Argentina, entre los 38° 42’ y 39° 26’ S y 62°
28’ y 61° 40’ O y presenta una longitud aproximada de 100 km. Est4 formado por una
serie de canales orientados en direccion NO-SE y extensas planicies de mareas e islas,

contando con una superficie total de 2.290 km?. El canal principal, es la via de acceso al

35



Capitulo 2

complejo portuario mds importante de la region. Este sistema recibe el aporte de cursos
de agua dulce que atraviesan zonas urbanas y rurales y dos descargas cloacales de la
ciudad con tratamiento insuficiente. Ademds en su margen norte se encuentra asentado
uno de los polos petroquimicos mds importantes del pais.

En base a lo antes mencionado, el objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar la
produccion de PHASs a partir de glicerol como sustrato y cepas aisladas de ambientes de

la region.

2.1.2. Cuantificacion de la produccion de PHAs

Los altos costos involucrados en los procesos de extraccidn de los PHAs, sumados
a la variacion en los tiempos de méxima produccién por parte de la mayoria de las cepas
productoras de estos biopolimeros, exigen el abordaje de nuevas técnicas de
cuantificacion que permitan una rdpida determinacién del momento &ptimo de
produccion donde realizar el proceso de extraccion. Actualmente, la cuantificacion de
diversos PHAs microbianos intracelulares se puede lograr utilizando técnicas analiticas
modernas, incluyendo entre otros la espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR) (Amy Tan y col., 2014).

El FTIR se ha aplicado para detectar y distinguir entre los diferentes tipos de
PHAs, presentes dentro de células intactas. La banda éster del grupo carbonilo
caracteristico del PHA intracelular ubicada entre 1720 y 1750 cm™ del espectro FTIR
(Kansiz y col., 2000) puede emplearse como herramienta de deteccién y cuantificacion
de PHAs (Helm y col., 1995; Hong y col., 1999; Misra y col., 2000; Kansiz y col.,
2000; Jarute y col., 2004; Arcos-Hernindez et al., 2010). La concentraciéon de PHA

intracelular estd directamente relacionada con la altura de esta banda en el espectro
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FTIR obtenido. Esto permite su utilizacién para realizar una determinacidn répida de la
produccion de PHA a un tiempo dado de fermentacion.

La técnica FTIR requiere pocos pasos para la preparaciéon de muestras, con
minima manipulacién, empleando pequeiias cantidades (0,4 a 1 mg) de material. Por
otra parte, es una técnica rapida (tiempo de procesamiento ~ 30 min), no destructiva y

que no requiere el uso de solventes (Amy Tan y col., 2014).

2.2. OBJETIVOS

2.2.1. Aislamiento de cepas productoras de PHA a partir de muestras de sedimentos
del estuario de Bahia Blanca.

2.2.2. Determinacién rapida de la produccién de PHA en células liofilizadas de cepas
aisladas de sedimentos del estuario de Bahia Blanca por medio de infrarrojo con
transformada de Fourier (FTIR).

2.2.3. Optimizacion de la produccién de PHA por una cepa de Bacillus megaterium.

2.3. MATERIALES Y METODOS
2.3.1. Obtencion de muestras para el aislamiento de cepas productoras de PHA.
Procesamiento y aislamiento.

Para la bisqueda de nuevas cepas productoras de PHA se utilizaron sedimentos
obtenidos del estuario de Bahia Blanca colectados de la zona de puerto Galvén. Se tomé
1 g de cada muestra y se suspendié en 25 mL de solucién de Winogradsky (SW)
(Pochon y Tardieu, 1962) contenidos en Erlenmeyers de 100 mL. La SW fue
modificada como SWG mediante la adicién de 3 % de glicerol y 0,1 % urea (Anexo B).
Los Erlenmeyers fueron incubados a 30 °C y 150 rpm por 48 h. Al finalizar la

incubacién, se tomaron de cada frasco alicuotas de 0,1 mL y se sembraron por
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agotamiento en superficie en placas con SWG con 1,2 % de agar-agar ultra puro
(Merck, Alemania) (SWGA) con el fin de obtener colonias aisladas. Las cajas de Petri

fueron incubadas a 30 °C durante 48 a 72 h para observar la formacion de colonias.

2.3.2. Aislamiento y seleccion de cepas productoras de PHA

De cada placa se tomd con ansa una muestra de cada tipo de colonia observada y
se realiz6 un extendido en portaobjetos para luego ser coloreado por medio de las
tinciones Negro Sudan (Burdon, 1942) y azul Nilo (modificado de Ostle y Holt, 1982 y
Kitamura y Doi, 1994) (Anexo B). Los preparados se observaron por microscopia de
luz clara e iluminacién UV (Zeiss, Primo StariLED, Alemania), respectivamente,
usando un objetivo de 100 x de inmersién en aceite. De las colonias que presentaron
granulos coloreados y/o con fluorescencia se obtuvieron células para ser re-aisladas en
PCA (Plate Count Agar, Britania), para asegurar su pureza y preservarlas para los
estudios siguientes. Una vez obtenidos los cultivos puros, las cepas se guardaron en
caldo Tripticasa-Soja (TSB, Britania B0210206, Argentina) adicionado con 20 % de
glicerol a -70 °C.

La capacidad de produccion de PHAs se determind por medio de la técnica de
FTIR. Cada una de las cepas se cultivd en placa con SWG durante 48 h a 30 °C. De
estas placas se colectd la biomasa por medio de lavados con agua destilada (AD). Cada
muestra fue sucesivamente centrifugada (Rolco CM 4080, Argentina) durante 15 min a
2.000 g y re-suspendida en AD para asegurar la eliminacién de todos los posibles restos
de medio de cultivo que pudieran ser arrastrados con los lavados de la placa. Tras
centrifugar las muestras, el pellet de células obtenido fue congelado en ultrafreezer (-70
°C) para ser luego liofilizado (RIFICOR LA-B3-C, con una bomba de vacio WELCH

1402) y conservado para determinar la capacidad de produccion de PHAs.
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2.3.3. Seleccion de cepas productoras de PHA mediante el analisis de espectros
FTIR. Seleccion de la mejor cepa productora para los ensayos de optimizacion.

De las muestras de las cepas aisladas liofilizadas se realiz6 un andlisis del
espectro infrarojo (IR) para observar la presencia/ausencia e intensidad del pico
correspondiente al PHA (1720-1750 cm'l) (Kansiz y col., 2000; Misra y col., 2000;
Jarute y col., 2004; Arcos-Hernandez y col., 2010). Para estos andlisis se mezcld
exhaustivamente 1 mg de cada muestra con 99 mg de KBr de grado espectroscopico
utilizando un mortero y una maja de dgata. Las mezclas asi obtenidas se utilizaron para
preparar pastillas de KBr por medio de una prensa mecénica (6 Ton de presion durante
10 minutos). Antes de las mediciones, las pastillas se secaron a 100 °C durante 4 h para
eliminar la humedad atmosférica (Misra y col., 2000). Los espectros se registraron
utilizando un espectrémetro Nicolet Nexus. Para cada medicion fueron realizados 100
escaneos que se promediaron en el rango de 4000 a 400 cm” con una resolucién
espectral de 4 cm™. Para minimizar las diferencias entre los espectros debido a los
cambios en la linea de base, esta linea fue corregida mediante el algoritmo de correccion
automatica de la linea de base del software OMNIC, con exclusién de las bandas de
CO; (Kansiz y col., 2000). Los espectros obtenidos fueron comparados con el espectro
de una cepa de B. megaterium, cultivada en las mismas condiciones y aislada
previamente en nuestros laboratorios (Lopez Jiménez, 2011), cuya capacidad de
produccion era conocida, para comparar y definir el potencial y/o la utilidad de las

nuevas cepas aisladas.
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2.3.4. Optimizacion de la produccion de PHA por una cepa de B. megaterium
2.3.4.1. Seleccion de fuentes de nitrogeno y de carbono para la produccion de PHA
2.3.4.1.1. Bacillus megaterium BBST4. La cepa bacteriana utilizada fue aislada de
sedimentos del estuario de Bahia Blanca, en un trabajo previo realizado en nuestro
laboratorio (L6pez Jiménez, 2011). De acuerdo con las pruebas bioquimicas y el analisis
de rDNA 168 la cepa fue identificada como Bacillus megaterium (GenBank: nimero de
acceso HM119600.1), y nombrada como Bacillus megaterium BBST4. La cepa fue

conservada a -70 °C en caldo de Tripticasa-soja con 20 % de glicerol.

2.3.4.1.2. El método de auxonograma. Este método, descripto por Beijerinck (1889),
fue adaptado con el fin de realizar una deteccién de las fuentes de carbono y nitrégeno
que podrian ser utilizadas por la cepa B. magaterium BBST4 para su crecimiento y para
la produccién de PHA. Todos los medios y soluciones utilizados se prepararon con agua
bi-destilada. El medio SWGA se emple6 como medio basal.

Una muestra de B. megaterium BBST4 conservada en ultrafrezer (-70 °C) fue
recuperada en caldo Tripticasa-soja e incubada a 30 °C en un agitador orbital durante 24
h a 150 rpm. Luego se tomd una alicuota de este cultivo con ansa estéril y se sembrd
mediante agotamiento en superficie en una placa con agar para recuento en placa (PCA,
Britania, Argentina), esta placa se incubé a 30 °C durante 48 h. Posteriormente se tomd
una colonia aislada cuidadosamente con un ansa de platino, se suspendi6é en 5 mL de
solucién salina estéril (SSE: 0,8 % p/v de NaCl) y se homogeneizé durante 1 minuto
con un mezclador de voértice. La suspension se centrifugd durante 15 min a 2.000 g, se
lavé dos veces con SSE y se suspendi6 finalmente en la misma solucién. La densidad
Optica de la suspensién se ajustd a una absorbancia de 0,2 a 550 nm (DOssp),

correspondiente a 10® unidades formadoras de colonias/mililitro (UFC/mL), utilizando
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un espectrofotdometro (Thermo Spectronic Genesys 20, Thermo Electron Corporation,

MA, EE.UU.).

2.3.4.1.3. Pruebas con fuentes de carbono. Para este ensayo se utiliz6 como medio
basal, el medio salino SW con la adicién de agar agar al 1% (SWA). A este medio se le
adicion6 0,1 % (p/v) de NH4NO3 como fuente de nitrogeno (SWAn). Una alicuota de
100 pL de la suspension de células obtenidas como se indicé anteriormente se extendid
en la superficie del agar con una espatula de Drigalsky estéril. Después de secar las
placas durante 15 min en estufa a 37 °C, se colocaron en la superficie del agar discos de
5 mm de papel de filtro estéril (MFS, 5A, USA). Los discos se impregnaron con 35 pLL
de soluciones estériles de las siguientes fuentes de carbono al 2 % (p/v en agua bi-
destilada): almidén, extracto de malta y glicerol, y 25 uL de petréleo crudo (tipo
“Medanito”; origen: Neuquén, Argentina; densidad: 0,84 g/cm3, 28 °API). Discos
impregnados con agua destilada o una solucién al 2 % de glucosa, se incluyeron como
controles negativo y positivo, respectivamente. Todas las fuentes de carbono fueron
esterilizadas por filtracién con filtro de membrana de 0,22 um de tamafio de poro
(Millipore, EE.UU.) y el petréleo crudo fue esterilizado en autoclave (a 1,5 atm, por 15

min) en viales sellados de 5 mL.

2.3.4.1.4. Pruebas con fuentes de nitrégeno. Para estas pruebas se utilizé un medio
compuesto de SWA con 2 % (p/v) de glucosa (SWAGIu) como fuente de carbono. La
glucosa se esteriliz6 por filtracién como se describié anteriormente y se afiadié al medio
previamente autoclavado. Una alicuota de 100 uL de la suspension de células obtenidas
se extendid sobre placas de SWAGIu como se indic6 en el punto anterior. Después del

secado en estufa de las placas a 37 °C durante 15 min, discos de 5 mm de papel de filtro
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estéril se colocaron en la superficie del agar. Los discos se impregnaron con 35 uL de
soluciones estériles al 0,1 % de las siguientes fuentes de nitrégeno: urea (CO(NH,),),
(NH4)>S0O4, NH4Cl y KNOs. Discos embebidos con agua bi-destilada o NH4NO3 se
incluyeron como controles negativo y positivo, respectivamente. Las soluciones de
fuentes de nitrogeno se prepararon con agua bi-destilada y se esterilizaron por filtracion
con filtros de membrana de 0,22 um de tamafio de poro (Millipore, EE.UU.). Cada
fuente de carbono y nitrégeno se ensayo por triplicado.

Todas las placas se incubaron a 30 °C durante 72 h y se observaron diariamente.
Se report6 la asimilacién de la fuente de carbono o de nitrégeno cuando se observd un

drea opaca circular de crecimiento alrededor del disco.

2.3.4.1.5. Combinacion de fuentes de carbono y de nitrogeno. El dltimo ensayo del
método de auxonograma se realizd6 con combinaciones de las fuentes de carbono y
nitrégeno para determinar la combinaciéon mas conveniente para el crecimiento y la
produccion de PHA. Para este experimento se prepararon medios de cultivo, con SWA
como base con cada una de las siguientes fuentes de nitrogeno al 0,1 %: urea (SWA yea),
(NH4):SOs  (SWANH4y2504), NH4Cl (SWANnsc), KNO; (SWAkno3) o NHuNO;
(SWANm4No03). Una alicuota de 100 uL. de una suspension de células en SSE se extendio
en la superficie del agar con una espatula de Drigalsky estéril. A continuacién se
colocaron sobre la superficie del agar discos de papel de filtro estériles de 5 mm,
impregnados con 35 uL de una solucién estéril de cada una de las siguientes fuentes de
carbono al 2 %: almidén, extracto de malta, glicerol y 25 puL de petréleo crudo. Las
placas se incubaron a 30 °C durante 72 h. Se probaron cuatro sustratos por placa, y cada
combinacion de fuente de carbono-nitrégeno se ensayd por triplicado. Se registré la

asimilacion de cada fuente de carbono, con la fuente de nitrégeno respectiva, cuando se
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observé un drea opaca de crecimiento alrededor del disco. Todos los dias, pequefias
muestras fueron tomadas de la zona de crecimiento (cuando fue observada) con una
aguja estéril y se extendieron en 1 cm’ en un portaobjetos de vidrio (Cria y Dotterer,
1916). En cada caso se realizé una tincién con el método de Negro Sudin para la
deteccién de granulos de PHA producido por las células y otra tincién con la técnica
descrita por Schaffer y Fulton (1933) para confirmar la presencia de endosporas. Los
extendidos tefiidos se observaron por microscopia de luz clara utilizando un objetivo de
100x de inmersion en aceite. Se examinaron 20 campos (4rea por campo: 0,0227 mm?)

en cada portaobjetos.

2.3.4.2. Efecto de los distintos pardmetros y nutrientes del medio de cultivo
seleccionado sobre la produccion de PHA

A partir de un cultivo de 24 h de B. megaterium BBST4 en TSB a 30 °C se
sembro con ansa una placa con SWAG (SWA con el agregado de 3 % de glicerol y 0,1
% de urea). Las placas fueron incubadas durante 48 horas a 30 °C. Luego se recogidé con
ansa estéril una colonia que fue transferida a un Erlenmeyer de 100 mL con 25 mL de
SWG (SW con el agregado de 3 % de glicerol y 0,1 % de urea) y se incub6 28 h a 30°C
y a 150 rpm. Las células del cultivo se colectaron mediante centrifugaciéon durante 15
min a 2.000 g, el pellet se lavd dos veces con solucién salina, y finalmente se re-
suspendi6 en la misma solucidn. La densidad Optica de esta suspension se ajusté a una
DOssg de 0,2 utilizando un espectro-fotémetro (Thermo Spectronic Genesys 20, Thermo
Electron Corporation, MA, EE.UU.). Los experimentos siguientes fueron inoculados

con suspensiones preparadas de la manera descripta en este item.

43



Capitulo 2

2.3.4.2.1.  Efecto de la variacion de las concentraciones de glicerol y urea

Se utilizaron Erlenmeyer estériles de 250 mL con 100 mL de SWG y diferentes
concentraciones de glicerol y urea. Los distintos medios ensayados fueron los
siguientes:

I-SWG con 0,1% (p/v) de urea y tres concentraciones diferentes de glicerol (2 %, 3 % y
4 %). II-SWG con 3% de glicerol y diferentes concentraciones de urea (0,05 %, 0,08 %,
0,1 %y 0,15 %).

Cada medio se ensay6 por triplicado y cada Erlenmeyer se inocul6 con 1mL de la
suspension celular preparada a partir del pre-cultivo descripto anteriormente, para
obtener una densidad bacteriana final de 10° UFC/mL. Estos experimentos se llevaron a
cabo en un incubador termostatizado con agitacién (Gerhardt SW 20, Dinamarca) a 30
°C y 150 rpm durante 30 h. El seguimiento del crecimiento se llevé a cabo mediante la
medicidn de la DOssy a lo largo del tiempo y la tasa de crecimiento especifico (p) se
calcul6 como:

InN—-InN,

”:? (D

Donde t y ty son los tiempos final e inicial de crecimiento, respectivamente, y N y
Ny indican el nimero de células por mL a los tiempos ¢ y f, respectivamente
(establecidos de su equivalencia con la DOssp). Ademas, se tomaron 20 uL del cultivo
para determinar el porcentaje de células con granulos de PHA por medio de la técnica
de tincién con Negro Sudidn mediante microscopia de luz clara. El porcentaje de células
esporuladas se determiné por medio del método de Schaeffer-Fulton para la tincién de
endosporas. Las tinciones fueron observadas como fue descripto anteriormente. Al
finalizar cada experimento, se centrifugé el volumen restante de cada Erlenmeyer a
2.000 g durante 15 min para recoger las células. El pellet obtenido se lavé dos veces con

agua destilada y se liofiliz6. Posteriormente el peso seco de las células (PSC) fue
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determinado en una balanza analitica (MettlerAE163, Mettler-Toledo Ltd, Leicester,
Reino Unido). La biomasa resultante liofilizada se utilizé para la extracciéon del PHA

como se describi6 en 2.3.5.

2.3.4.2.2. Efecto de la temperatura y tiempo de incubacion en la produccion de PHA
El crecimiento y produccién de PHA por parte de la cepa B. megaterium BBST4
fueron ensayados a 30 °C y 37 °C en SWG (3 % de glicerol y 0,08 % de urea) en un
incubador con agitacién a 150 rpm. El inéculo fue obtenido como fue descripto
anteriormente. Por cada temperatura ensayada fueron retirados tres Erlenmeyer de la
incubadora (triplicados) a las 18, 30, 40, 48 y 60 h de incubacién. El volumen de cada
Erlenmeyer fue centrifugado a 2.000 g durante 15 min. El pellet obtenido fue lavado dos
veces con agua destilada y liofilizado. El PSC y el contenido de PHA (% en peso)
fueron determinados como se describe en el inciso anterioy y en 2.3.5, respectivamente.
Ademads, 20 pL de cada cultivo fue recogido en cada tiempo de incubacién, para
determinar el porcentaje de células con granulos de PHA y el porcentaje de células
esporuladas por medio de las técnicas de tincién con Negro Sudan y Schaeffer-Fulton,

respectivamente.

2.3.4.2.3. Efecto del enriquecimiento del medio de cultivo: variacion en la
concentracion minima de extracto de levadura

Se estudié ademads el efecto de la adicién de extracto de levadura (EL) a la
formulacién SWG. Se ensayaron dos concentraciones de EL: 0,005 % y 0,01 % (p/v).
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado, en incubadora a 30 °C y 150 rpm de
agitacion, durante 48 h. Finalmente, se determinaron los contenidos de PSC y PHA (%

en peso).
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2.3.5. Determinacion de la produccion de PHA

La extraccion del polimero producido se realizé utilizando una modificacién de la
técnica descrita por Manna y col. (1999) y Valappil y col.(2007). Las células liofilizadas
fueron lisadas en hipoclorito de sodio (5,5 % p/v en agua) a 37 °C durante 1 h. A
continua-cion, la suspension se centrifugd a 6.000 g (ALC-Multispeed Centrifugue
PK131, Thermo Electron Corporation, Francia) y el pellet obtenido se lavd dos veces
con agua, acetona y etanol, sucesivamente. Finalmente, cada pellet fue sometido a
extraccion con cloroformo en ebullicién durante 10 min y se filtré con papel de filtro
Whatman GF/C (47mm, 1820047). El PHA disuelto fue purificado mediante
precipitacion con hexano y recuperado por filtracion y evaporacion del solvente (Chuah
y col., 2013). El contenido de PHA fue definida como gramos de biopolimero por litro

de cultivo celular (g/L).

2.4. RESULTADOS
2.4.1. Seleccion de cepas productoras de PHA a partir de glicerol.

Entre las cepas bacterianas aisladas se seleccionaron 10 que, mediante la
coloracién de negro Sudén y azul Nilo, mostraron poseer granulos de PHA cuando se
las cultivo en un medio con glicerol como tnica fuente de carbono. A fin de evaluar y
comparar su potencial de produccién con la cepa B megaterium BBST4, aislada en
estudios previos, se utiliz6 el andlisis por medio de espectros FTIR. En la Figura 2.1
pueden observarse los espectros normalizados de las 6 cepas que presentaron la mayor
altura de pico entre 1720-1750 cm™, también se puede observar el espectro de la cepa

B.megaterium BBST4.
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Grupo éster del PHA (1720-1750 cm™)
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Figura 2.1.Porci6n del espectro FTIR (1900-850 cm™) de las cepas aisladas y B. megaterrium

BBST4 presentando la zona donde se ubica el pico correspondiente al grupo éster del PHA.

De las cepas analizadas, el espectro que present6 la mayor intensidad para el pico
correspondiente al PHA fue sin dudas el de la cepa B.megaterium BBST4. Por este
motivo no se continud con la seleccién y caracterizacién de las nuevas cepas aisladas,
Optandose por realizar un andlisis exhaustivo del potencial de la cepa B.megaterium

BBST4 en la produccién de PHAs.

2.4.2. Analisis del efecto de las condiciones de cultivo sobre la producciéon de PHA
por la cepa B. megaterium BBST4.

La cepa B. megaterium BBST4 demostrd tener la capacidad de utilizar todas las
fuentes de nitrégeno y carbono probadas en medio salino minimo (SW) (Tabla 1). Sin
embargo, el almidon, el extracto de malta y el glicerol produjeron en general una zona
de crecimiento mds densa dentro de las 48 h de incubacidn, similar a lo observado con

glucosa (control positivo). Ademds la cepa presentd6 muy baja frecuencia de
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esporulacién cuando se utilizé glicerol como fuente de carbono combinado con urea,

(NH4),SO4 0 NH4CI como fuente de nitrégeno.

Tabla 2.1. Combinaciones de fuentes de carbono y nitrégeno y su efecto en la

produccion de PHA y en la esporulacién por la cepa B. megaterium BBST4

Fuente de nitrogeno  Fuente de Carbono  Crecimiento* PHA**  Esporas***

Almidén +++ + SP-
Glicerol +++ + SP-
SWA-urea
Extracto de malta +++ + SP+
Petréleo Crudo + - SP+
Almidoén ++ - SP++
Glicerol ++ + SP-
SWA-(NH,),S0,
Extracto de malta +++ + SP++
Petréleo Crudo + - SP-
Almidoén ++ + SP+
Glicerol ++ + SP-
SWA-NH,C1
Extracto de malta +++ + SP++
Petroleo Crudo - ND ND
Almidoén + - SP+
Glicerol +++ + SP+
SWA-NH,/NO;
Extracto de malta +++ + SP++
Petroleo Crudo + - SP-

* (+++): crecimiento denso en 48 h, (++): crecimiento denso luego de 72 h, (+) pequefias colonias,
area difusa luego de 72 h, (-) sin crecimiento tras 72 h de incubacion. ** (+): Presencia de granulos
de PHA en mads del 50 % de las células tras 48 h de incubacién, (-): presencia ocasional de granulos
de PHA luego de 72 h de incubacién *** Determinado por coloracidon de Shaeffer-Fulton (1933),
(SP+): mas del 50 % de las células esporularon después de 72 h de incubacién, (SP++): mds del 50
% de las células esporularon después de 48 h de incubacién, (SP-): aparicién ocasional de células
esporuladas tras 72 h de incubacién.

En funcidn de los resultados obtenidos se seleccionaron el glicerol y la urea como
una combinacién promisoria de fuentes de carbono y nitrogeno dado que
proporcionaron, en 48 h de cultivo, un crecimiento denso, con produccién de PHA en
mads del 50 % de las células con aparicion ocasional de células esporuladas tras 72 h de

incubacion.
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Posteriormente, se determinaron los pardmetros de crecimiento y la produccién de

PHA por parte de la cepa B. megaterium BBST4 en el medio seleccionado y en

diferentes condiciones de cultivo. En la Tabla 2.2 se pueden observar los datos

obtenidos para la biomasa y la produccién de PHA a diferentes relaciones de C/N en el

medio de cultivo, las cuales se consiguieron variando la concentracién de la fuente de

carbono y nitrogeno, respectivamente. Las condiciones de cultivo, tales como

temperatura, agitacion, y pH, se determinaron en estudios previos en nuestro laboratorio

(Porras y col., 2011). En todas las condiciones ensayadas, la cepa alcanzé la fase

estacionaria alrededor de las 18 h de incubacidn.

Tabla 2.2. Cultivo de la cepa Bacillus megaterium BBST4 en un medio basal minimo

definido suplementado con distintas concentraciones de glicerol y urea (SWG).

Medio de cultivo C/N Biomasa (PSC) (g LY PHA (%)
SWG (2 % glicerol)* 17,0 1,33 £ 0,10 12,9 +2,8"
SWG (3 % glicerol)* 25,4 2,20 +£0,20° 132+1,7°
SWG (4 % glicerol)* 34,0 1,40 + 0,10° 8.6+ 14"
SWG (0,05 % urea)** 50,2 2,32+0,10° 13,1 +£2,0°
SWG (0,08 % urea)** 31,6 2,60 +0,19° 20,4 +1,9°
SWG (0,15 % urea)** 16,9 2,30 £0,10° 11,0 £0,9°

*0,1 % urea. **3 % glicerol. Condiciones de cultivo: 30 h a 30 °C y 150 rpm

La cepa present6 una tasa media de crecimiento especifico de 0,39 + 0,09 h™' en

todas las formulaciones del medio ensayadas y no se detectaron diferencias

significativas (p > 0,05). Ademds, en ninguna de las formulaciones se observaron

células con endosporas durante el tiempo que durd la experiencia.
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Una vez seleccionado el medio de cultivo méds adecuado para la produccién de
PHA (3 % de glicerol y 0,08 % de urea) se estudio el efecto de la temperatura de
incubacién y el tiempo mas adecuado para la recoleccion de PHA. La Figura 2.2
muestra los resultados obtenidos a 30 y 37 °C. En dicha figura s6lo se muestra el
comportamiento de la cepa desde las 18 h de cultivo, porque este es un tiempo cercano a
la aparicion de la fase estacionaria, cuando la acumulacién de PHA comienza a ser
significativa.
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Figura 2.2. Influencia de la temperatura y el tiempo de cultivo en la produccién de PHA.
Simbolos: (®) % PHA a T =30 °C, (W) % PHA a T =37 °C, (A) Biomasaa T =30 °C, y
(®) Biomasa a T = 37 °C, las curvas representan las lineas de regresion o tendencia de los

datos experimentales.

En la Tabla 2.3 se presentan los resultados obtenidos empleando el medio SWG (3
% de glicerol, 0,08% de urea), modificado con el afiadido de bajas concentraciones de
extracto de levadura. Se puede observar que un 0,005 % de EL favorecié
significativamente la acumulacién de PHA (p < 0,01), mientras que un 0,01 % de EL

tuvo un efecto negativo en cuanto a la acumulacién de PHA.
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Puede observarse que, comparado con el control (sin agregado de extracto de
levadura), la cepa presenté mejor crecimiento en medios con EL, aunque s6lo una mejor

produccion de PHA con 0,005 % EL.

Tabla 2.3. Efecto de la adicion de extracto de levadura en el crecimiento celular y la

acumulacion de PHA.

Medio de cultivo* Biomasa (g L") PHA (%)
0,00 % EL 2,55 +0,08" 23,0+ 1,0°
0,005 % EL 3,80 £ 0,30" 30,0+ 1,5
0,010 % EL 2,90 +0,80* 18,0 £2,0°

*SWG (3 % glicerol, 0,08 % urea). Condiciones de cultivo: 48 h a 30 °C y 150 rpm.

2.5. DISCUSION

Los espectros bacterianos que se registran en el IR medio son especificos de cada
cepa bacteriana y muestran las caracteristicas vibracionales de todos los componentes
celulares: acidos grasos, proteinas intracelulares y de membrana, polisacaridos y acidos
nucleicos (Kansiz y col., 2000, Dean y col., 2010, Naumann, 2000). Los espectros
obtenidos a partir de las pastillas de KBr se normalizaron, a fin de eliminar las
diferencias de peso entre las muestras, utilizando como referencia la banda caracteristica
de las proteinas a ~ 1654 cm™ (banda de amida I) (Amiel y col. 2000; Dziuba y col.,
2007). Las pastillas de KBr se seleccionaron para la adquisicion de espectros de
cuantificacion de PHA por ser el material transparente para IR mds cominmente
utilizado el cual proporciona buena calidad de espectros (Smith, 2011). La presencia de
PHA en el espectro de cada cepa liofilizada se detectdé basdndose en la presencia del
pico caracteristico entre 1720 y 1750 cm™ correspondiente a las sefiales de estiramiento

del grupo éster C=0O (Shahid y col., 2013). Los espectros de las nuevas cepas aisladas
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presentaron una menor intensidad en el pico de PHA respecto al obtenido con la cepa B.
megaterium BBST4, lo que puede atribuirsea una menor produccién de este
biopolimero. En funcién de este resultado se decidié no continuar con el andlisis de las
condiciones de cultivo de nuevas cepas para continuar con los estudios de las mejores
condiciones de cultivo para la cepa B.megaterium BBST4 la cual presenta un mayor
potencial como productor de PHAs.

Aunque existe una amplia informacion sobre B. megaterium como productor de
PHAs, la cepa BBST4 es una nueva cepa obtenida de un ambiente de estuario, por lo
que fue necesario recabar mds informacién experimental acerca de las caracteristicas
nutricionales y de crecimiento con el fin de desarrollar su potencial en la produccién de
PHAs.

Las fuentes de carbono utilizadas en la prueba del auxonograma fueron
seleccionadas debido a que son los componentes principales de algunos residuos
industriales de nuestra regién: a) almidén: industria de papas congeladas, produccién de
maiz, b) glicerol: industria del biodiesel, ¢) extracto de malta: industria de elaboracion
de cerveza, d) petréleo crudo: industria del petréleo (refinerias, transporte de petréleo
crudo).

Las fuentes de carbono y nitrégeno afectaron en gran medida al proceso
metabdlico de crecimiento, produccién de PHA y produccién de esporas de la cepa. La
formacién de endosporas es un proceso multifdsico, similar en todas las cepas de
Bacillus spp., influido por la temperatura de crecimiento, el pH del medio, la aireacién,
la presencia de minerales y la presencia y concentracién de ciertos compuestos de
carbono y nitrogeno (Holt y col., 1994). El PHA producido seria utilizado durante la
formacién de esporas, ya que este aportaria la energia necesaria para llevar adelante el

proceso y segin algunos autores la esporulacion es una de las causas de la baja
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produccion de PHA del género Bacillus (Wuy col., 2001). Por lo tanto, es importante
seleccionar las condiciones del medio de cultivo que retrasen en mayor medida este
proceso para optimizar la producciéon de PHA por un Bacillus sp.. El glicerol y la urea
como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente, fueron seleccionados para los
ensayos, no s6lo en relacién a los aspectos fisioldgicos indicados anteriormente, sino
también desde el punto de vista econdmico. La urea es una de las fuentes mas baratas de
nitrégeno y el glicerol es un sub-producto generado por la industria del biodiesel, ambos
producidos abundantemente en Argentina y particularmente en nuestra region.

La cepa B. megaterium BBST4 mostré ser capaz de crecer en un medio basal
salino minimo con todas las concentraciones de glicerol y urea ensayadas, sin la
necesidad de adicién de fuentes nutricionales complejas. El efecto de la relacién molar
C/N en los medios, usando una concentracién de glicerol de 30 g/L., y variando la
concentracion de urea de 0,5 a 1,5 g/L, no present6 diferencias en el PSC. Sin embargo,
la acumulacién de PHA (% en peso) mostro ser significativamente mayor a una relacion
C/N de 31,6, que a las otras relaciones estudiada. Esta relacién que podriamos
considerar "Optima" y moderadamente desequilibrada, es coincidente con los resultados
obtenidos por otros autores que utilizaron cepas de Bacillus spp. con otros sustratos
(Kulpreecha y col., 2009). Sin embargo, como puede verse en la Tabla 2.2, en el medio
donde la concentracion de urea se fijé en 1 g/L, y se vari6 la concentracién de glicerol,
la relacién C/N mas desequilibrada (C/N:34) dio la menor produccién de PSC y PHA, a
pesar de que esta relacion C/N fue similar a la relacién "6ptima" (obtenida con 30 g/L
de glicerol y 0,8 g/L de urea, es decir, C/N:31,6). Estos resultados estidn en
concordancia con los observados con la cepa Bacillus sp. RER002 (Zafar y col., 2014).
Estos autores determinaron que la maxima produccién de PHAs, dentro de un intervalo

de concentraciones de glicerol de 10 a 40 g/L, se obtenia utilizando 30 g/L. Aunque
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estos autores no explicaron el efecto negativo de concentraciones mds altas de glicerol
en la producciéon de PHA, se podria pensar que en concentraciones superiores al 30 %,
el glicerol limita el crecimiento al generar la disminucién de la actividad acuosa (ay) del
medio, elevando su osmolaridad (Halswort y Magan, 1997). Por otro lado a
concentraciones bajas de urea el aumento en la producciéon de PHA observado puede
deberse a que la fuente de nitrogeno se va agotando al acercarse a las 18 h de
crecimiento, de forma similar a lo que parece suceder con la cepa Alcaligenes sp.
después de 24 h de cultivo (Tripathi y col 2013), mientras que este hecho no se observa
a concentraciones mayores de urea.

De la observacion de las tinciones de las células al microscopio de luz clara se
puede concluir que los cuerpos de inclusion de PHA proliferaron a lo largo de todo el
cultivo, pero llegaron a presentar un tamafio maximo en la fase estacionaria.

Las cepas de B. megaterium han sido reportadas como mesofilas, con una
temperatura Optima de crecimiento situada entre 30 y 37 °C (Kulpreecha y col, 2009;
Schleifer, 2009; Stahl y Olson, 1997; Thirumala y col. 2010; Todar, 2005; Zafar y col.,
2014). Aunque la cepa estudiada en este trabajo presenté buen crecimiento a 37 °C
(Figura 2.2), la PSC y la produccién de PHA fue significativamente mayor a 30 °C, en
coincidencia con los resultados obtenidos por Thirumala y col. (2010). Ademads, a esta
temperatura la esporulaciéon se ve disminuida. Estos resultados estin también en
concordancia con el hecho reportado por Prabhu y col. (2010), quien afirmé que la
temperatura Optima para la actividad de la PHA sintasa es de 30 °C. La mayor
acumulacién de PHA a 30 °C fue observada después de 48 h de cultivo, por lo que
podria proponerse como tiempo éptimo de crecimiento. Como ya se menciond, la baja
tasa de esporulacion es otra de las ventajas del cultivo a 30 °C. Este resultado es

interesante debido a que se ha informado que la acumulacion méaxima de PHA se
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produce antes de la formacidn de esporas, y que este es degradado durante el proceso de
esporulacién (Kominek y Halvorson, 1965; Valappil y col., 2007).

El extracto de levadura (EL) es una mezcla de aminoacidos, péptidos, vitaminas y
carbohidratos solubles en agua, que actian como factores de crecimiento. Aunque la
cepa B. megaterium no tiene requisitos nutricionales adicionales para el cultivo, la
presencia de estos factores implicaria un ahorro de energia para los procesos de
biosintesis. Ademas, un requerimiento de EL a tan bajas concentraciones, no cambiaria
significativamente las caracteristicas econdmicas del medio. La adicién de 0,005 % EL
mejord significativamente la producciéon de PHA. Por otro lado, la adicién de EL en
concentraciones mayores (0,01 %) no mejoré la produccion de PHA. Esto es
probablemente debido a que esta concentracion de EL podria convertirse en un
suministro adicional de nitrogeno, alterando asi la relacion C/N, y por consiguiente

conducir a una condicién menos favorable para la produccién de PHA.

2.6. CONCLUSIONES

En esta etapa se aislaron bacterias potenciales productoras de PHAs de distintos
medios. Empleando FTIR se obtuvieron los espectros de las células liofilizadas para
determinar la acumulacién de PHA siguiendo la banda caracteristica del biopolimero en
1720-1750 cm-1. Los picos tipicos para el PHA resultaron, para todas las cepas aisladas
en iguales condiciones y tiempos de cultivo, menores que el pico obtenido para el PHA
producido por la cepa B. megaterium BBST4, previamente aislada en nuestro
laboratorio. En funcién de este resultado se decidié no continuar con el aislamiento de
nuevas cepas y proseguir con el estudio de la la produccién de biopolimeros empleando
la cepa B. megaterium BBST4. Esta cepa demostrd tener la capacidad de crecer a partir

de distintas fuentes de carbono y nitrégeno. Si bien el hecho de ser una cepa espordgena
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podria considerarse como una desventaja, se observd que la expresién de esta
caracteristica fue dependiente de las fuentes de carbono y nitrégeno empleadas. Por lo
que se seleccioné la urea como fuente de nitrégeno, almidén y glicerol como
potenciales fuentes de carbono, ya que bajo esas condiciones nutricionales la cepa
presenté muy baja esporulacion en los tiempos utilizados para la produccion de PHAs.
La composicién del medio de cultivo més adecuada para la produccién de PHAs
fue la siguiente: 3 % p/v de glicerol, 0,08 % p/v de urea, y 0,005 % p/v de extracto de
levadura, pH 8. Las condiciones de incubacion en ensayos discontinuos para el maximo
de produccién de PHA fueron 30 °C y 150 rpm de agitacion, durante 48 h. Ademads, las
condiciones 6ptimas de fermentacién encontradas previnieron la degradacion del PHA,
sin observarse indicios de esporulacidn, una vez que la produccién méxima de PHA fue
lograda. Este es considerado un punto de inflexidn para el uso de las cepas de Bacillus
spp. como productoras de PHA. La eficiencia de B. megaterium BBST4 para la
produccion de PHAs, en un sistema de bajo costo con glicerol y urea, sumado a las
caracteristicas del polimero obtenido, justifican la continuidad del trabajo con esta cepa
para mejorar la produccion de PHAs. Ademads, la produccién de copolimeros abre las
posibilidades del uso de esta cepa en la produccién de polimeros para aplicaciones con

mayor valor agregado, como las médicas y farmacéuticas.
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CAPITULO 3. Optimizacién de la producciéon de PHA por
parte de la cepa Bacillus megaterium BBST4 utilizando

almidon como fuente de carbono.

3.1 INTRODUCCION
3.1.1 La cepa utilizada

Las cepas de Bacillus spp. tienen algunas caracteristicas interesantes para ser
empleadas en distintas aplicaciones industriales, tales como bajos requerimientos
nutricionales, crecimiento rapido, tolerancia osmotica, entre otras (Schleifer, 2009).
Ademds producen gran variedad de exoenzimas, tales como proteasas, amilasas,
xilenasas, lo cual permite la utilizacion de diversos sustratos complejos y econdmicos.
Una caracteristica distintiva de este género es la capacidad de producir endosporas, lo
cual le brinda una notable capacidad de sobrevivir a condiciones adversas siendo una
ventaja a la hora de preservar las cepas. En estas bacterias el proceso de esporulacion
suele suceder en el punto maximo de acumulacién de PHA, siendo luego degradado
durante la esporulacion. Por este motivo, en cepas de Bacillus spp. se hace necesario
determinar las condiciones 6ptimas de crecimiento en las que se logren producir altas

concentraciones de PHA minimizando la esporulacién.

3.1.2 Superficie de respuesta con diseiio central compuesto y deseabilidad

La metodologia de superficie de respuesta (MSR) es un conjunto de técnicas
estadistica y matematicas para el desarrollo, mejora y optimizacién de procesos
(Talebpour et al., 2009). Por otra parte, es una valiosa herramienta para investigar la

interaccidn entre factores y representar cuantitativamente los efectos de los parametros
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utilizados en la medida de sus respuestas (Bezerra y col., 2008; Hatambeygi y col.,
2011). A través de una serie de experimentos y como resultado de ecuaciones de
regresion de alta precision se consigue describir la relacién entre los parametros y las
respuestas. Esto permite obtener respuestas Optimas y los valores de los pardmetros
experimentales asociados a las mismas. A partir de la MSR también pueden ser
evaluados con eficacia mdltiples factores y sus interacciones (Switzar y col., 2011;
Yuan y col., 2015). Para determinar las mejores interacciones y optimizar
simultdneamente multiples ecuaciones se utilizan las funciones de deseabilidad

definidas por Derringer y Suich (1980).

3.1.3 Software estadistico: R

Nacido en el ano 1992, R (Thaka y Gentleman, 1996) es un programa estadistico
oficialmente presentado en 1997. Es un lenguaje de programacion de uso libre y se rige
por la licencia general publica (“General Public License” o GPL) de la fundacién de
software libre (“Free Software Foundation” o GNU, http://www.gnu.org/) y por lo tanto
de distribucién gratuita y codigo abierto, con una amplia variedad de métodos
estadisticos, computacionales y de visualizacion disponibles (Huber, 2011).
Desarrollado como un gran proyecto colaborativo de estadisticos de diversos paises y
disciplinas que aumenta exponencialmente afio tras afio, también es un programa basado
en comandos, en el que se puede acceder a todos los procedimientos y opciones a través
de sintaxis computacional (Salas, 2008). Detalles mdas especificos, asi como una

comparacién con otros paquetes estadisticos, se presentan en el Anexo 1.
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3.1.4 Variables de optimizacion

Distintas variables influyen en la produccion de PHAs, tales como el tipo de
microorganismo, la duraciéon de la fermentacién, la relaciéon de crecimiento, la
naturaleza y concentracién de la fuente de carbono, entre otras (Shahid et al., 2013). El
almidodn es una fuente de carbono interesante ya que es un sustrato renovable, abundante
y econémico. Entre los trabajos de optimizacion de procesos de produccién de PHAs se
han utilizado como variables el almidén en Azotobacter chroococcum 'y Bacillus cereus
CFRO6 (Kim, 2000; Halami, 2008), el extracto de levadura en Bacillus megaterium
JK4h (Dhangdhariya, 2015) y el tiempo de cultivo, que representa una medida indirecta
de la duracién de la fermentacion y la relacidn de crecimiento, en Thermus thermophilus
HBS8 (Papaneophytou y Kyriakidis, 2012). Estas variables han sido empleadas cada una
junto a otras variables independientes, pero tras una buisqueda bibliografica exhaustiva
el presente trabajo seria el primero en el que estas tres variables son utilizadas en

conjunto para optimizar procesos de produccién de PHAs.

3.1.5 Modelado matemético

En los dltimos afios ha habido un creciente interés en el estudio del modelado de
la produccién de biopolimeros a partir de procesos de fermentacidn. Este aspecto se
atribuye principalmente a la necesidad imperiosa de lograr abordar los principales
problemas relacionados con la producciéon de PHAs. Con el fin de mejorar el
rendimiento y la productividad de estos biopolimeros y reducir el costo de produccion,
diversos autores han propuesto diferentes modelos para fermentaciones batch y semi-
batch (Mulchandani y col., 1989; Raje y Srivastava, 1998; Khanna y Srivastava, 2006;

Faccin y col., 2009; Loépez y col., 2010).
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3.2 OBJETIVOS

Basados en el enfoque presentado anteriormente se propusieron para este trabajo
varios objetivos utilizando la cepa Bacillus megaterium BBST4 aislada de sedimentos
del estuario de Bahia Blanca:
1) Optimizacion de la produccién de PHA por la cepa Bacillus megaterium BBST4
empleando almidén como fuente de carbono.

2) Empleo de la metodologia de superficie de respuesta (MSR) como herramienta
estadistica de disefio experimental

3) Modelado matematico para la simulacion de procesos bioldgicos

3.2.1 Optimizacion de la produccion de PHA por la cepa Bacillus megaterium
BBST4

Inicialmente y por medio de las metodologias de superficie de respuesta (MSR) y
deseabilidad, se optimizaron los objetivos definidos a continuacién en base a un disefio

experimental central compuesto (DCC).

3.2.2 Metodologia de superficie de respuesta (MSR) como herramienta estadistica
de disefio experimental

Por medio de la MSR y la deseabilidad se planted: a) Determinar las mejores
relaciones C/N para optimizar a corto plazo la produccién de PHA empleando almidén
y urea como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente, utilizando un medio base
salino de bajo costo y b) Determinar si el extracto de levadura a bajas concentraciones
estimula la degradacién del almidén para lograr una mayor produccién de PHA en el

menor tiempo de cultivo posible.
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3.2.3 Modelado matematico como herramienta para la simulacion de procesos
biologicos

Finalmente se trabajé en la optimizacién de la produccién de PHA por
B.megaterium BBST4 proponiendo un modelo que contemple las variables
dependientes que se describen en la MSR para las condiciones deseables determinadas.
También se llevé a cabo la estimacién de pardmetros con el fin de ajustar el modelo
implementado a los datos experimentales obteniéndose una cinética para la produccion

de PHA en un sistema batch.

3.3 MATERIALES Y METODOS
3.3.1 Microorganismo y medio de cultivo

La cepa bacteriana utilizada en el presente trabajo fue aislada de sedimentos del
estuario de Bahia Blanca (situado en la costa atlantica de la provincia de Buenos Aires,
Argentina, entre 38° 42' y 39° 26' S y 62° 28' y 61° 40" W). De acuerdo con las pruebas
bioquimicas y el andlisis de 16S rDNA, se trata de una cepa de Bacillus megaterium
(GenBank: niimero de acceso HM119600.1), la cual fue denominada BBST4. La cepa
fue conservada a -70 ° C en caldo Tripticasa-soja (Britania B0210206, Argentina) con
un 20 % de glicerol.

El medio de cultivo utilizado en este estudio fue una solucién salina de
Winogradsky (SW) (Pochon y Tardieu, 1962) (Anexo B), con un pH final de 8, ajustado
con solucién NaOH 1 N.

Se selecciond almidén como fuente de carbono por ser un sustrato proveniente de
fuentes renovables, abundante y econdmico. Segtn el disefio experimental descripto en
el siguiente inciso, la SW se complementd con almidén (Anedra, Argentina) y urea

(Anedra, Argentina) (SWS), ya que con esta combinacién, ademds de observarse un
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buen crecimiento de la cepa, se determinaron una muy baja frecuencia de esporulacién
tras 72 h de cultivo y un porcentaje de células mayor al 50 % con granulos de PHA tras
48 h de cultivo (Capitulo 2, inciso 2.4.2). La SWS con el agregado de 12 g/L agar-agar
ultrapuro (SWSA) (Merck, Alemania), fue utilizada para el crecimiento de la cepa en
medio s6lido. Todas las soluciones fueron preparadas con agua bidestilada. La SW se
autoclavé a 1 atm durante 15 min, mientras que las soluciones de almidén, urea y
elementos traza fueron esterilizadas por filtracién a través de una membrana con 0,22
micras de poro (Merck-Millipore, Brasil) y fueron afiadidos asépticamente al medio.
Las incubaciones fueron realizadas en un agitador Gerhardt SW 20 (Dinamarca) con

bafio termostatizado.

3.3.2 Cultivo en Erlenmeyer

Para los experimentos, la cepa B. megaterium BBST4 mantenida a -70 °C fue
recuperada en caldo Tripticasa-soja e incubada a 30 °C en un agitador orbital durante 24
h. De este caldo se tomd una alicuota por medio de un ansa estéril la cual fue transferida
a una placa con SWSA (con 1 % de almidén y 0,08 % de urea). La placa fue incubada
durante 48 h a 30 °C. Una colonia fue tomada con ansa estéril y transferida a un
Erlenmeyer de 100 mL conteniendo 25 mL de SWS (con 1 % de almidén y 0,08 % de
urea), el Erlenmeyer fue incubado a 30 °C y 150 rpm durante 48 h. Las células fueron
recogidas mediante centrifugacidon (Rolco CM 4080, Argentina) durante 15 min a 2.000
g, se lavo dos veces con solucién salina (NaCl 0,85 % p/v), y finalmente se suspendid
en la misma solucién. La densidad dptica de esta suspension celular fue ajustada a una
absorbancia de 0,2 a 550 nm (DO550) correspondiente a 10* unidades formadoras de
colonias/mL. (UFC/mL) utilizando un espectrofotémetro (Thermo Spectronic Genesys
20, Thermo Electron Corporation, MA, EE.UU.). La suspensién de células resultante

fue utilizada como in6culo para los experimentos.
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Erlenmeyer estériles de 250 mL fueron preparados con 100 mL de SW y los
sustratos y tiempos de cultivo fueron determinados por MSR (Tabla 3.1). Cada
Erlenmeyer fue inoculado con 1 mL de la suspension celular, obteniendo una densidad
celular final de 10° UFC/mL. Los experimentos fueron disefiados para generar
superficies de respuesta para evaluar los efectos sobre cuatro variables dependientes (Y):
acumulacién de PHA (Y;), crecimiento celular (Y;), consumo de almidén (Y3) y
variacion de pH (Y,). Se emplearon tres variables independientes (X) en el disefio de los
experimentos: X; (C/N), relacién carbono:nitrogeno utilizada en el medio de cultivo
experimental, con la variacién de la concentracién de almidén en relaciéon a la
concentracion constante de la fuente de nitrégeno (urea); X, (EL), concentraciéon de
extracto de levadura y X; (Tc), tiempo final de crecimiento de la cepa en la muestra. El
extracto de levadura fue utilizado en muy bajas concentraciones, en comparacion con su
concentracion habitual en medios de cultivo. La idea fue generar el aporte de elementos
traza/factores de crecimiento no presentes en el medio SW que estimulen la hidrdlisis de
almidén para conseguir una mayor producciéon de PHA a menores tiempos. Las
diferentes condiciones de cultivo se llevaron a cabo de acuerdo con un disefio ortogonal
central compuesto de cinco niveles en bloques (DCC), este sigue un tratamiento
factorial 2° con 7 repeticiones en el punto central mas 6 puntos axiales.

Incluso cuando la cepa y las condiciones experimentales son las mismas, se debe
considerar que se trata de un proceso bioldgico, por lo que pequefios cambios, ya sea en
el equipo o en los indculos pueden producir ligeras variaciones en los resultados. Por lo
tanto, para incluir estas variaciones y obtener asi resultados mds consistentes, se
realizaron tres bloques de experimentos (Tabla 3.1). Se llevaron a cabo un total de 21
ensayos y cada experimento se realizé por triplicado (para tener en cuenta el error

experimental interno).
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3.3.3 Variables de optimizacion

3.3.3.1 Produccion de PHA (Y;). La extraccién de PHA fue llevada a cabo utilizando
una técnica modificada de la extraccién con cloroformo descripta por Manna y col.
(1999) y Valappil y col. (2007). Las células liofilizadas obtenidas de cada muestra
fueron lisadas por medio de digestiéon quimica con solucién de hipoclorito de sodio (5,5
% v/v en agua) a 37 °C por 1 h con agitaciéon constante, centrifugadas a 6.000 g y el
residuo obtenido fue lavado dos veces con agua destilada, acetona y etanol,
sucesivamente. El pellet asi obtenido fue sujeto a extracciéon con cloroformo en
ebulliciéon durante 15 minutos. Luego, el PHA disuelto fue purificado por precipitacion
con hexano y recuperado por filtracién y evaporacién del solvente. La produccién de

PHA fue referenciada como peso (en g/L) en la muestra de células liofilizadas.

3.3.3.2 Crecimiento celular (Y,). Las experiencias fueron llevadas a cabo en un
incubador con agitaciéon a 30 °C y 150 rpm. El crecimiento celular fue determinado al
final de cada experimento de acuerdo al DCC (Tabla 3.1). El volumen de cada
Erlenmeyer fue centrifugado a 2.000 g por 15 min con el fin de recoger todas las células
de la muestra. El pelet acumulado fue lavado dos veces con agua destilada y finalmente
liofilizado (RIFICOR L-A-B3-C, con una bomba de vacio WELCH 1402).
Posteriormente el peso celular liofilizado (en g/L) fue determinado por medio de una
balanza analitica de 5 digitos (Mettler AE 163, Mettler-Toledo Ltd, Leicester, UK). La
biomasa liofilizada resultante fue empleada para la extracciéon del PHA como fue
descrito anteriormente. Complementaria-mente a los datos de peso celular y para

obtener la curva general de crecimiento de cada condicién del DCC, en todas las
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experiencias se monitore6 el crecimiento celular a varios tiempos a lo largo de

aproximadamente 50 h por medio de la densidad 6ptica (a 550 nm).

3.3.3.3 Consumo de almidon (Y3). El contenido de almidén residual en el medio de
cultivo fue determinado midiendo espectroscépicamente la absorcion de luz del
complejo coloreado iodo-almidén (Nakamura, 1981) (Anexo B). Para esta
determinacion fue utilizado 1 mL de la muestra con el agregado de 0,1 mL de solucién
de yodo (Britania, Argentina), y la cantidad necesaria de agua destilada para llevar el
volumen a 10 mL. La intensidad del color se midié en un espectrofotémetro (Thermo
Spectronic Genesys 20, Thermo Electron Corporation, MA, EE.UU.) a 550 nm
(Subramaniam, 2012). El almidén forma un complejo de color azul oscuro al interactuar
con las molécula de yodo y la intensidad del color generado es directamente
proporcional a la cantidad de almidon presente en la solucién (Najafpour y Poi Shan,

2003).

3.3.3.4 Variacion de pH (Y,). Se midio el pH final de cada experimento para determinar

la variacion de pH (ApH;) por medio de la siguiente ecuacidn:

ApH; = pH, — pH; (1)

Donde pH) es el pH inicial de la muestra, el cual fue fijado en 8, y pH; es el pH final.
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3.3.4 Esporulacion
El porcentaje de células esporuladas fue determinado por medio del método de
tincion de Shaeffer-Fulton (1933). Las coloraciones fueron observadas utilizando un

objetivo de inmersién de 100x.

3.3.5 Analisis estadistico

Los datos experimentales obtenidos a partir del DCC fueron analizados
empleando la metodologia de superficie de respuesta (MSR) y la optimizacién
multivariada utilizando el software R (R Core Team, 2015) con los paquetes rsm y

desirability, respectivamente, siguiendo los tres pasos descriptos a continuacién:

3.3.5.1 Primer paso. Codificacion de los factores. En este paso son codificados los
niveles de los factores. Es fundamental una adecuada codificacion para el andlisis por
medio de MSR (Lenth, 2010), lo que proporciona un marco uniforme para poder
investigar los efectos producidos por los factores (Tabla 3.1). Los niveles codificados

en un diseflo factorial 2k estan dados por:

(Ai 1_1)
= —_— 2
Xl D ( )

Donde A4; es el iésimo nivel del factor A, A es el nivel promedio del factor A y

1
D = E (Az _Al)'

3.3.5.2 Segundo paso. Diseiio central compuesto. en este paso fue generado el disefio
central compuesto (DCC-MSR) necesario para aplicar el MSR, que incluyé a los
bloques del disefio, y fue analizada su funcidn de varianza. Los bloques en un DCC son

de dos tipos: un bloque en “cubo”, el cual contiene los puntos del disefio a partir de un
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disefio factorial de dos niveles o factorial fraccionado, mds puntos centrales y un bloque
en “estrella”, el cual contiene puntos axiales mds puntos centrales. A partir del DCC
definido fueron determinados los modelos de superficie de respuesta y ajustados
utilizando la funcién rsm (Anexo A). La férmula del modelo para rsm puede hacer uso
de las funciones especiales FO (primer orden), TWI (interaccion entre variables), PQ
(cuadrética pura) o SO (segundo orden), dado que las mismas especifican la porcién de
superficie de respuesta del modelo. A pesar de ello, la funcién principalmente utilizada
es SO debido a que la ecuacién polinomial de segundo orden presenta la ventaja de
incluir los términos FO, TWI y PQ (Lenth, 2010). La funcién SO esté definida por la

siguiente ecuacion:

Yi= B, + Z.Bixi'l' Z.Binin'l'Z.BiiXiz 3)

Donde Y; son las variables dependientes, fy el término independiente, f; el coeficiente
lineal o de primer orden, X; y X; las variables independientes, f;; el coeficiente de
interaccion y f; el coeficiente cuadratico. Todas estas variables estidn incluidas en la
funcién rsm, incorporando la influencia de los bloques (Lenth, 2010).

Para estimar los parametros estadisticos de cada variable dependiente y la
superficie de respuesta correspondiente, se realiza con la funcién rsm un andlisis de
regresion seguido de un andlisis de la varianza (ANOVA) y de una prueba de falta de
ajuste. Para ajustar los datos experimentales de los experimentos definidos para la MSR
se utiliz una ecuacion polinomial de segundo orden. La significacién de cada ecuacion
del modelo y los términos del mismo fueron evaluados por medio del test-F. La calidad
de ajuste para la ecuacién polinomial fue expresada por medio del coeficiente de

determinacién ajustado (R%) (Lenth, 2010; Dhangdhariya y col., 2015). La ecuacién
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polinémica ajustada se expreso utilizando representaciones graficas de superficie en tres
dimensiones, de esta manera se visualizaron las relaciones entre las respuestas y los
niveles experimentales de cada factor utilizados en el disefio.

Para el andlisis estadistico se empleé el software R por ser software libre y
ademads porque el paquete rsm posee mejores capacidades en la creacién general de

DCC que los programas comerciales dedicados (Lenth, 2010).

3.3.5.3 Tercer paso. Buscando las condiciones deseables. En este paso nos focalizamos
en la respuesta de la variable PHA (Y;) en base a las condiciones de los tres niveles
principales de los factores (+1, 0, -1). Para determinar las mejores interacciones fue
empleado el enfoque de la funcién de deseabilidad, que permite optimizar
simultineamente multiples ecuaciones, propuesto por Harrington (1965) utilizando
formas funcionales (Kuhn, 2015) descritas por Derringer y Suich (1980). En esencia, el
enfoque consiste en traducir las funciones a una escala comudn ([0, 1]), combinarlas
utilizando la media geométrica y optimizar la métrica general. Existen / funciones a
optimizar simultineamente, denotadas fi(x) con i = /,...,] y para cada una de las
funciones I se construye una funcién de “deseabilidad” individual. Esta serd alta cuando
fi(x) se encuentra en el nivel deseable (como ser un maximo, un minimo o un valor
objetivo) y baja cuando fj(x) se encuentra en un valor no deseable (Kuhn, 2015). La
deseabilidad fue determinada por medio del paquete desirability para el software R
basado en tres funciones discontinuas simples definidas por Derringer y Suich (1980)
las cuales corresponden al tipo de optimizacidn de un objetivo. Para la maximizacion de

fi(x), 1a funcién propuesta es:

0
s sifilx)<A
dmex = <f‘(x)—_‘4) sid < fi(x)<B 1)
1 B—-4 sifi(x)> B
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Donde fi(x) son las I funciones a optimizar simultineamente, y representan las Y;
variables dependientes o de respuesta. A es el valor limite superior de la respuesta Y;, B
es el valor limite inferior para esta respuesta, y s es un pardmetro de escala que
representa el peso o importancia que define la forma de la curva de la funcién. Este
parametro permite definir si la deseabilidad es mas facil o mas dificil de satisfacer para
la variable Y; en relacién a la deseabilidad a satisfacer para las demds respuestas.
Cuando s =1 la funcion es lineal. Si s > 1 se da mayor importancia a la consecucion del
objetivo para la variable Y; por sobre las demds propuestas. Cuando s < 1, se asigna
menor importancia a la consecucion del objetivo por parte de la variable Yi.

Cuando la ecuacién es utilizada para minimizar, Derringer y Suich (1980)

proponen:

0
s sif,(x)>B
amin = (frix)%BB) siA <f.(x)<B )
1 sify(x) <A

Y para el objetivo

(m_—A> L siA<hm <t

tO _A
47" = — B\*" 3
<%> sito < f,(x) <B ®
0 siB <f,(x)<A

Donde ¢, es el valor objetivo para la variable Y;. Estas funciones estdn en la misma
escala y son discontinuas en los puntos A, B y ¢,. Los valores de s, s; 0 52 pueden ser
elegidos segtn si el criterio de deseabilidad es mas o menos dificil de satisfacer.

Dado que las R funciones de deseabilidad (d,,..., dg) estan en la escala [0,1],
pueden ser combinadas para encontrar una funcion D de deseabilidad general. Un

método para conseguirlo es por medio de la media geométrica:
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R Yr
- (H dr) )
r=1

La media geométrica tiene la propiedad de que si algiin modelo no es deseable
(d, = 0), la deseabilidad general es también inaceptable (D = 0).

Una vez que se ha definido D y las ecuaciones de prediccion para cada una de las
R funciones han sido calculadas, puede usarse para optimizar o clasificar los
predictores. Todas las variables descritas estdn incluidas en las funciones del paquete
desirability (Kuhn, 2015).

Para maximizar la deseabilidad general fue utilizado el método simplex de
Nelder-Mead (1965) y una regidén de disefio cubico.

En un ultimo paso se modelaron las mejores interacciones de deseabilidad y se
concluy6 con una nueva experiencia para corroborar y validar las respuestas obtenidas
(Figura 3.5). Las condiciones Optimas determinadas para las 4 variables fueron
ajustadas con el software gPROMS (Process Systems Enterprise Limited, London,
United Kingdom) con la intencién de modelar la cinética de produccién de PHAs por

parte de la cepa estudiada.

3.3.6 Modelo propuesto para la produccion de PHA por Bacillus megaterium

BBST4

3.3.6.1 Cinética y estequiometria del modelo. En este trabajo se plantea una cinética
que contempla una combinacion de diferentes aspectos de modelos desarrollados por
otros autores (Mulchandani y col., 1989; Patwardhan y Srivastava, 2004; Khanna y
Srivastava 2005; Faccin y col. 2012). El objetivo principal fue formular un modelo

apropiado que pueda representar los datos experimentales obtenidos para la cepa
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utilizada en el estudio. El proceso de fermentacion se representa mediante un sistema de
ecuaciones diferenciales algebraicas (DAE).

En cuanto a las suposiciones hechas por Patwardhan y Srivastava (2004), la
biomasa total (X) se expresa como la contribucién de dos componentes: la biomasa
residual (R), que es considerada como el componente cataliticamente activo, y la

concentracion de biopolimero (P) considerado como el componente inerte.
X=R+P (8)

Debido a que Bacillus megaterium generalmente produce PHAs cuando hay un
exceso de fuente de carbono, la ecuacion de la cinética de crecimiento solo considera el

término de limitacién de fuente de nitrégeno.

H=H % €))
YK 525,

La biomasa residual puede ser considerada como el conjunto de proteinas, dcidos
nucleicos y otros componentes celulares de los microorganismos con la exclusion de la
acumulacién de polimero intracelular. La ecuacién de la tasa de produccién de biomasa
residual presenta el pardmetro de muerte celular para el caso en que las bacterias
alcancen la fase de muerte. También presenta una constante de ajuste, que suprime el
parametro anterior, que es considerado en caso de que el estudio es llevado a cabo hasta
la fase estacionaria.

dR
E ~(u-k)R+a (10)

Las ecuaciones de balance de masa utilizadas para la produccién de polimero

junto con las ecuaciones correspondientes a los sustratos son las propuestas por
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Mulchandani y col. (1989) y Khanna y Srivastava (2005) con algunos pardmetros
adicionales que permiten un mejor ajuste del modelo a los datos experimentales

obtenidos para el presente trabajo.

dpP dR
Pk iR (11)
as dR dpP
d_;:_(k35+k4z+k5R+bS2+CSl) (12)
das dR
TR ()

Por dltimo, para representar los datos de pH del medio, se decidi6é incluir dos
ecuaciones: la primera es una ecuacién diferencial similar a la propuesta por Faccin y
col. (2012) que representa la concentracion de iones hidrogeno en el medio de cultivo
liquido, y la segunda es el logaritmo decimal del valor reciproco de la concentraciéon de

iones hidrégeno.

dH
Iz(ka1ﬂ+ka2)XH (14)
pH =—log,,(H) (15)

3.3.6.2 Estimacion de pardmetros y calibracion del modelo. La estimacién de
pardmetros fue formulada como un problema de optimizacién dindmica usando la
formulacién de médxima probabilidad empleando el software gPROMS. Este tipo de
criterios intenta determinar el valor de los pardmetros del modelo que maximicen la
probabilidad de que el modelo se ajuste a los valores obtenidos a partir de los
experimentos. En el presente trabajo se utilizo la siguiente ecuacion para llevar a cabo la

estimacion de los parametros del modelo.
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9(9) ];]ln(Zﬂ')+ min, Z Z Z (,/k) (Z’jk_zz"k) (16)

Gijk

Con el fin de mostrar la bondad de ajuste del modelo implementado con los datos
observados fueron determinados el error medio (EM) y el error relativo (ER). El primero
da informacién relacionada con la sobreestimacién o subestimacion del modelo y el

segundo estd asociado a su exactitud o precision.

Z(yi - 9}
, 17
EM =" 7 an

n

obs

yi—Yy
ER=+-1 1

Mobs

(18)

Se calcul6 el indice de coherencia (d) propuesto por Willmott (1981). Este indice
representa una medida del grado en que las predicciones de un modelo en particular
estan libres de errores. Puede variar entre O y 1, donde 1 indica una coherencia perfecta
entre las observaciones y las predicciones dadas por el modelo y 0 indica que no existe

coherencia en absoluto.

ob

2
Z(yi _yJ

d=1- (19)

$ls st

i=1
Con la intencidn de verificar la exactitud del modelo y representar adecuadamente

los datos experimentales, la validacion del modelo se llevé a cabo utilizando un
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conjunto de datos independientes evaluando el desempefio de los modelos finales por

medio de los errores medios y relativos descriptos anteriormente.

3.4 RESULTADOS
3.4.1 Variables de optimizacion

En la Tabla 3.1 se presenta el esquema del DCC implementado. Se presentan las
variables independientes sin codificar y las codificadas, las concentraciones de almidén
(C) y urea (N) empleadas, los bloques de experimentos y el nimero de corrida para cada
experimento. También son presentados los resultados experimentales para la variable

dependiente PHA, incluyendo los desvios estdndar.

3.4.1.1 Produccion de PHA (Y;). En la Tabla 3.1 se pueden observar los resultados de
produccion de PHA para todas las experiencias del DCC. Para las relaciones C/N de
6,25y 0,08 g/L EL en relacién a lo obtenido con 0,02 g/L. EL se obtuvo un 2 % maés de
PHA (0,0070 g/L).

Las mayores concentraciones de PHA para la relaciéon C/N de 6,25 se obtuvieron
a las 18 h, mientras que para la mayor relacion C/N empleada (18,75) fueron obtenidas
a las 78 h, con un incremento del 22 % de PHA en relacién a lo obtenido a las 18 h
(0,0909 g/L). Sin embrago, con una relacion C/N de 18,75 se obtuvo en 18 h de cultivo
solo un 1 % mas de PHA en relacién al mejor resultado obtenido a las 18 h con la
relacién C/N de 6,25.

La mayor produccién de PHA se obtuvo con el agregado de extracto de levadura
(EL) en concentraciones de 0,08 y 0,02 g/L. para la menor y mayor relacion C/N

estudiadas, 6,25 y 18,75, respectivamente.
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3.4.1.2 Crecimiento celular (Y;). En la Figura 3.1 se presentan las curvas de
crecimiento a partir de la DO (550 nm) para la cepa en las experiencias definidas para el
DCC. En todos los cultivos la cepa parece llegar a la fase estacionaria entre las 18 y las
24 h, salvoen C/N =12,5y EL =0,05 g/LL y C/N = 18,75 y EL = 0,08 g/L en los que el
crecimiento exponencial pareceria prolongarse hasta al menos las 48 h. Sélo con
C/N = 6,25 parece llegar a la fase estacionaria a tiempos menores, cercanos a las 18 h.
Este momento coincide con el fin de la pendiente de maximo consumo de almidén y
con los maximos valores de produccién de PHA, observados para C/N = 6,25 con

ambas concentraciones de EL (Tabla 3.1).

Tabla 3.1. Diseno experimental (DCC) definido para aplicar la MSR.

Variables Naturales Variables Codificadas
Exp. Orden Bloque N EL Tc PHA DE ()
(¢/L) (¢/L)  CIN X1 X2 X3 (g/L)
(g/L) (h)
1 1 1 15 0,8 18,75 0,02 78 1 -1 1 0,510 0,017
2 2 1 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,210 0,007
3 3 1 15 0,8 18,75 0,08 18 1 1 -1 0,180 0,006
4 4 1 5 0,8 6,25 0,02 18 -1 -1 -1 0,409 0,006
5 5 1 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,282 0,005
6 6 1 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,249 0,004
7 7 1 5 0,8 6,25 0,08 78 -1 1 1 0,174 0,002
8 1 2 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,218 0,002
9 2 2 15 0,8 18,75 0,08 78 1 1 0,280 0,002
10 3 2 5 0,8 6,25 0,02 78 -1 -1 1 0,151 0,005
11 4 2 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,200 0,006
12 5 2 15 0,8 18,75 0,02 18 1 -1 -1 0,419 0,009
13 6 2 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,261 0,001
14 7 2 5 0,8 6,25 0,08 18 -1 1 -1 0,416 0,001
15 1 3 17 0,8 21,34 0,05 48 1,414 0 0 0,272 0,010
16 2 3 10 0,8 12,50 0,05 6 0 0 -1,414 0,062 0,003
17 3 3 10 0,8 12,50 0,0% 48 0 -1,414 0 0,284 0,010
18 4 3 3 0,8 3,66 0,05 48 -1,414 0 0 0,184 0,006
19 5 3 10 0,8 12,50 0,05 48 0 0 0 0,197 0,001
20 6 3 10 0,8 12,50 0,05 90 0 0 1,414 0,052 0,002
21 7 3 10 0,8 12,50 0,09 48 0 1,414 0 0,212 0,007

* Control
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Figura 3.1. Crecimiento celular (expresado en DO) en funcién del tiempo.

Sfmbolos: (+) C/N = 3,66y EL = 0,05 g/L, (A) C/N=6,25 y EL=0,02 ¢/L, (A) C/N =625y
EL=0,08 ¢/L, (M) C/N=125yEL=0g/L,(®)C/N=12,5yEL=0,05g/L, (®)C/N=12,5
yEL=0,1 g/L, (®)C/N=18,75yEL=0,02 g/L, (®) C/N = 18,75 y EL= 0,08 g/L, (®) C/N =
21,34 y EL=0,05 g/L.
3.4.1.3 Consumo de Almidon (Y3). En la Figura 3.2 se presentan las curvas de
concentracion de almidén disuelto en funcion del tiempo para las experiencias definidas
en el DCC, lo que indica el progreso de la hidrélisis y consumo del almiddn por parte de
la cepa. Se puede observar que para las menores relaciones de C/N el consumo casi total
del almidén se produce antes de las 18 h; para las relaciones de C/N de 12,5 el mayor
consumo de almidén se daria antes de las 25 h, mientras que para las mayores relaciones
de C/N utilizadas en este trabajo la degradacién del almidén se daria a una relacion

relativamente constante, lo que se observa mds acentuado con la mayor relacién

experimentada (C/N = 21,34).
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Figura 3.2. Variacién de la concentracién de almidén en funcién del tiempo.
Simbolos: () C/N=3,66 y EL=0,05 g/L, (4) C/N=6,25yEL =0,02 g/L, (A)C/N=6,25y
EL=0,08¢g/L,(m)C/N=125yEL=0g/L,(®m)C/N=12,5yEL=0,05¢g/L, (®)C/N=12,5
yEL=0,1¢g/L,(®)C/N=18,75yEL=0,02 g/L, (®) C/N=18,75y EL=0,08 g/L, (®) C/N =

21,34 y EL =0,05 g/L.

3.4.1.4 Variacion de pH (Y,). En la Figura 3.3 se presenta la variaciéon del pH en
relacion al pH inicial para las experiencias definidas en el DCC. La variacion del pH
parece mostrar una relacién directamente proporcional a la concentracién inicial de

almidodn y al tiempo de experiencia.

3.4.2 Esporulacion

El nimero de células que presentaron endosporas fue relativamente bajo (< al 5 %)
y en la mayoria de las experiencias no se observo, inclusive a los tiempos de cultivo
mayores. S6lo se observaron entre un 5 y un 8 % de células esporuladas tras 48 h de

cultivo en la experiencia con menor relacién C/N (3,66).
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Figura 3.3. Variacién del pH al tiempo final del cultivo (Tc(h)) para las distintas experiencias
realizadas en el DCC. Simbolos: () C/N = 18,75 y EL = 0,02 g/L, (M) C/N = 12,5y EL = 0,05
g/L, (M) C/N=18,75y EL=0,08 g/L, (") C/N =6,25y EL=0,02 g/L, (M) C/N=6,25yEL =
0,08 g/L, (M) C/N=21,34 y EL=0,05 g/L (W) C/N=12,5y EL=0 g/L, (") C/N=3,66 y EL

=0,05 g/L, (M) C/N=12,5yEL=0,1 g/L.

3.4.3 Analisis estadistico
3.4.3.1 Determinaciones a partir de la MSR

En la Figura 3.4 se presentan, en base a los resultados experimentales (Tabla
3.1), las superficies de respuesta para las relaciones dptimas entre los factores (X;) y la
produccion de PHA (Y;) determinadas para las experiencias definidas en el DCC.

En la Tabla 3.2 se presentan las ecuaciones determinadas por MSR para las
variables predichas (Y;). Solo la respuesta correspondiente al pH presento un modelo FO
(de primer orden). El resto de las variables de respuesta presentaron modelos SO (de

segundo orden).
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Figura 3.4. Superficies de respuesta para la variable PHA (g/L) en funcién de las variables
analizadas (C/N, EL y Tc).
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Tabla 3.2. Ecuaciones determinadas por MSR para las variables de respuesta.

Ecuacion determinada por MSR R’

Y, = PHA = 0,2476 + 0,0303 X, — 0,0449 X, — 0,0270 X3 — 0,0623 X; X, + 0,0864 X; X; 0,876
+ 0,0486 X% + 0,0585 X3 — 0,0370 X3

Y, = Biomasa = 1,9841 + 0,1687 X3 — 0,3985 X3 0,743

Y; = Almidén = 0,8576 + 1,9923 X; — 2,8833 X5 — 2,6502 X; X3 + 1,9783 X3 0,858

Y, = Variacién pH = 1,7176 + 0,6509 X; + 0,5377 X; 0,878

X;: relacién C/N; X,: Extracto de levadura ; X;: Tiempo de cultivo

Al igual que lo observado en los modelos para la cepa B. megaterium JK4h
(Dhangdhariya y col., 2015), las variables independientes C/N y Tc presentaron una
incidencia altamente significativa a excepcion del extracto de levadura (EL), salvo para
la produccién de PHA donde todas las variables parecen tener alta incidencia. Por otro
lado para la biomasa solo parece tener alta incidencia el tiempo de cultivo (Tabla 3.2).

Los R’ ajustados determinados para casi todos los modelos presentaron valores
cercanos a 0,9, lo que indica un buen ajuste teniendo en cuenta que las variables no
fueron transformadas, lo que generalmente mejora notablemente estos valores.

Para determinar cudn bien fue estimado el punto estacionario de la RS para el
PHA, fueron simulados 200 re-ajustes del modelo, luego de codificar los residuales e
ingresarlos nuevamente a los valores ajustados. Los puntos estacionarios asi obtenidos
fueron graficados junto con el estimado para el MSR de la variable PHA (Anexo A).
Estos graficos muestran algo parecido a una regiéon de confianza para la mejor

combinacién de variables (Lenth, 2015).
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3.4.3.2 Deseabilidad

En cualquier proceso industrial se intenta obtener la médxima productividad,
definida como el maximo beneficio obtenido en el minimo tiempo posible. Siguiendo
esta idea y basandonos en las determinaciones del DCC-MSR se obtuvieron las
condiciones deseables de las variables predictoras o factores para obtener la maxima
produccion de PHA al minimo tiempo posible. Para esto se utilizd el paquete
desirability del software R. En la Tabla 3.3 se incluye un resumen sobre el andlisis de
deseabilidad.

El pardmetro s seleccionado para el andlisis de deseabilidad general tomé valores
superiores a 1, debido a que se buscé el nivel maximo de deseabilidad que maximice la
variable de respuesta PHA. Con este propdsito el factor relaciéon C/N fue definido como
general y minimo para encontrar la concentraciéon de almidén ptima general y minima

que dan la maxima produccién de PHA (Tabla 3.3).

Tabla 3.3. Deseabilidad general determinada para las condiciones 6ptimas

Deseabilidad general

Factores X; X5 X; et P
Codificados -1 1 -1 0,418 0,813
0,99 -1 -0,68 0,434 0,827
C/N  EL(g/L) Tc(h) PHA, (g/L)
Defgg;gf:dos 6,25 0,8 18 0,342 + 0,081
18,7 0,2 28 0,350 + 0,069

X;: C/N: relacién carbon:nitrégeno, X,: EL: extracto de levadura, X3: Tc: Tiempo de cultivo, Y;:
PHA predicho por medio de la deseabilidad, D: deseabilidad, PHA,: PHA obtenido en la
experiencia de validacién, ~ deseabilidad general para la relacion C/N 6ptima minima,

" deseabilidad general para la relacién C/N 6ptima general.
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3.4.3.3 Validacion para las mejores condiciones experimentales

En la Tabla 3.3 pueden observarse las condiciones determinadas por el andlisis de
deseabilidad y las concentraciones de PHA (con los desvios estdndar) obtenidas en esas
condiciones en las experiencias de validacién (PHA,).

En la Figura 3.5 se muestran las curvas para las cuatro variables dependientes
obtenidas en las experiencias de validacién (Val) utilizando las condiciones deseables
(CD) determinadas para cinco tiempos de crecimiento de los cultivos. A estas
condiciones se las denominé CDA y CDB, para las experiencias en las que se utilizé
una relacién C/N = 18,75 y 0,02 g/LL EL y una relacién de C/N = 6,25 y 0,08 g/L. EL,

respectivamente.

3.44 Modelado y estimacion de parametros

Para la determinacién de la cinética de crecimiento y produccién de PHA se emplearon
los datos de las dos condiciones experimentales dptimas determinadas por deseabilidad. Estos
datos incluyen a las experiencias originales de la MSR (CDA y CDB) y a las experiencias de
validaciéon para CDA y CDB (CDAVal y CDBVal). A partir de estos datos se formulé un
problema de estimaciéon de pardmetros como un sistema de 6 ecuaciones diferenciales y 3
ecuaciones algebraicas, teniendo en cuenta una varianza constante en gPROMS. Ambos
modelos se diferenciaron en base a las diferentes cantidades de fuente de carbono: CDA (y
CDAVal), 15 g/L almidén y 0,02 g/L EL y CDB (y CDBVal), 5 g/LL almidén y 0,08 g/L EL.

Como muestra la Tabla 3.4, el problema de estimacién de pardmetros para CDB parece
ser mis compleja en comparacion con la realizada para CDA. El tiempo de CPU total, el
numero de iteraciones y el valor de la funcién objetivo inicial correspondiente a CDA fueron

significativamente menores que los obtenidos para CDB
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Figura 3.5. Experiencias de validacién y corroboracion para las condiciones éptimas
determinadas por MSR y deseabilidad. (A) CDAVal: C/N = 18,7y EL=0,02 g/L y (B)
CDBVal: C/N = 6,25 y EL = 0,08 g/L. Simbolos: (M) Biomasa (g/L), (@) PHA (g/L), (&)
Concentracion almidén (g/L) y (@) pH. La linea roja indica la deseabilidad general para las
relaciones C/N Optimas general y minima a 28 y 18 h, respectivamente.
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Tabla 3.4. Métrica para el problema de estimacién de pardmetros

CDA CDB
Ecuaciones diferenciales 6 6
Ecuaciones algebraicas 3 3
Funcioén objetivo inicial 589,9 1962,5
Funcioén objetivo final 5,7 5.4
Iteraciones 50 85
Tiempo total CPU (s) 43 12,7
X 21,0 25,0
Residuos ponderados 17,1 18,8

“Buen ajuste: menor residuo ponderado al valor de X*

En la Tabla 3.5 se presentan los valores 6ptimos de los parametros estimados. Los
parametros cinéticos no estimados involucrados en la cinética se consideraron similares

a los empleados por Faccin y col. (2012) y que se enumeran en la Tabla 3.6 para CDA y
CDB. Los valores nulos estimados de los pardmetros k, y ¢ para CDB sefialan el

requerimiento de una ecuacion ligeramente diferente para representar el consumo de la
fuente de carbono, en el que no se deben considerar los aportes de la fuente de nitrogeno
ni el término diferencial de la biomasa residual.

En la Figura 3.6 se presentan los valores experimentales y los perfiles simulados de
las variables después de la estimacion de pardmetros para la calibracion del modelo
utilizando los datos de las experiencias CDA y CDAVal. Sobre la base de los indices de
rendimiento que se presentan en la Tabla 3.6, el modelo propuesto para CDA describe

adecuadamente el sistema bajo estudio.
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Tabla 3.5. Conjunto de pardmetros 6ptimos para el modelo cinético
empleando Bacillus megaterium BBST4.

CDA CDB
Pardmetro Valor 6ptimo

K> 7,002 5,384
ki 0,302
k2 -0,001 -0,002
ks 0
k4 0,026 10,315
ks 22,388 0,023
Kpi2 0,008 1,86 107

Hm 0,739
a 0,030 0,025
b 0,001 0,005
c 0,175 0
Yrss2 2,331 2,195

Tabla 3.6. Parametros del modelo reportados por Faccin y col. (2012)
para el modelo cinético empleando Bacillus megaterium BBSTA4.

CDA CDB
Pardmetro Valor 6ptimo

ka 0,011
ms2 1,73 10°

ki 0,396

ks 0,989
ki 2,287 1,704
Um 1,507

La cinética ajustada es mds exacta para representar el consumo de fuente de
carbono y pH, obteniéndose valores de indice de coherencia (d) cercanos a 1 y errores
relativos inferiores al 7 % (Tabla 3.7), mientras que es un poco menos precisa para la
produccién de biopolimero y biomasa total, donde el d es de aproximadamente 0,93

para ambos casos y los errores relativos de alrededor del 20 %.
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Figura 3.6. Valores experimentales y simulacién obtenida para las experiencias CDA y
CDAVal
en funcion del tiempo empleando la cepa Bacillus megaterium BBSTA4.
Simbolos: () CDA y (@) CDAVal. Modelo cinético: (==) PHA, (==) Biomasa,
(==) Almidén y (==) pH.

Tabla 3.7. Error medio (EM), error relativo (ER) e indice de coherencia (d)
de las variables del modelo de ajuste para CDA empleando Bacillus megaterium BBST4

Variables del EM ER d
modelo
P (PHA) 0,078 20,3 % 0,944
X (Biomasa) 0,086 26,2 % 0,934
S, (Almidén) 0,107 6,4 % 0,997
pH 0,054 0,8 % 0,999

Una vez ajustada la cinética propuesta para las condiciones de CDA ésta fue
validada por medio de un conjunto de datos experimentales independientes (CDAVal)
como se muestra en la Figura 3.6. En comparacién con el conjunto de datos utilizado
para el ajuste, se puede sefialar a partir de la Tabla 3.8 que los ER se mantuvieron
inferiores a 7 % para las variables fuente de carbono y pH. Por otro lado, mientras que

el ER para la biomasa total fue similar al obtenido para el ajuste, el ER correspondiente
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a la variable biopolimero se redujo casi al 62 % del ER determinado para el modelo
CDA. Evidentemente, esta reduccion de error para el producto, no pudo extenderse a la
biomasa total debido a un aparente aumento en el error de la biomasa residual. En
referencia al d para las variables de estado, se puede observar que todas ellas

permanecieron superiores a 0,90.

Tabla 3.8. Error medio (EM), error relativo (ER) e indice de coherencia (d)
de las variables del modelo de validacién para CDA empleando Bacillus megaterium BBST4

(CDAVal)
Variables del EM ER d
modelo
P (PHA) -0,039 12,7 % 0,983
X (Biomasa) 0,619 27,1 % 0,903
S, (Almidén) -0,348 6,2 % 0,997
pH -0,152 2,4 % 0,986

Los datos experimentales y el modelo de calibracién correspondientes a CDB y
CDBVal se muestran en la Figura 3.7. En la Tabla 3.9 puede observarse que para la
biomasa total y el pH se obtuvo un mejor ajuste en comparacién con las otras variables.
Sin embargo, el valor mds bajo para el d fue 0,930 confirmando una adecuada precision
de la cinética propuesta. Ademads, los ER mds importantes, asociados con PHA y
almidoén, fueron superiores al 29 %. Esto tltimo, junto con los EM cercanos a cero para
las variables de estado, indican un ajuste satisfactorio de la cinética con el conjunto de
datos utilizado para este propdsito.

El proceso de validacién se realiz6 utilizando un conjunto de datos diferente
(CDBVal) al utilizado para el ajuste de la cinética (CDB, Figura 3.7) como se hizo en el

caso anterior.
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Figura 3.7. Valores experimentales y simulacién obtenida para las experiencias CDB y
CDBVal

en funcion del tiempo empleando la cepa Bacillus megaterium BBSTA4.
Simbolos: () CDB y (@) CDBVal. Modelo cinético: (==) PHA, (==) Biomasa,
(=) Almidé6n y (=) pH.

Tabla 3.9. Error medio (EM), error relativo (ER) e indice de coherencia (d)
de las variables del modelo de ajuste para CDB empleando Bacillus megaterium BBST4

Variables del

modelo EM ER d
P (PHA) 0,017 27,6% 0,930
X (Biomasa) 0,115 14,2 % 0,969
S, (Almidén) -0,406 28,3 % 0,969
pH 0,039 0,5 % 0,999

En la Tabla 3.10 se puede observar que el ajuste para los experimentos de
validacion es apropiado, lo que genera que los ER se reduzcan de manera significativa
para las variables concentracién de biopolimero y consumo de almidén, reduciéndose al
66,3 % y 25,1 % de los ER del CDB, respectivamente. Por otra parte el EM indica un
sesgo negativo del modelo observiandose una subestimacion de los datos

experimentales. Por ultimo, el valor de d para el producto, la biomasa total y el almid6n
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se han mejorado en este proceso de validacién. Una disminucién insignificante de d y
ER se encontré para el pH, posiblemente, como se mencioné antes, debido a la inclusién

de maés datos para esta variable.

Tabla 3.10. Error medio (EM), error relativo (ER) e indice de coherencia (d)
de las variables del modelo de validacién para CDB empleando Bacillus megaterium BBST4

(CDBVal)
Variables del EM ER d
modelo
P (PHA) -0,037 18,3 % 0,956
X (Biomasa) -0,065 12,7 % 0,985
S, (Almidén) -0,084 7,1 % 0,999
pH -0,128 1,9 % 0,982

3.5 DISCUSION

Entre los costos de produccion de los PHA aproximadamente el 50 % corresponde
a la fuente de carbono utilizada (Choi y Lee, 1999). Dado que el precio de la glucosa es
aproximadamente el doble del precio del almidén de maiz hidrolizado, el uso de
almidén como fuente de carbono conllevaria una disminucion del costo de produccion
de aproximadamente el 25 %. Por otro lado la produccion de PHAs a partir de almidén
como fuente de carbono se lleva a cabo generalmente utilizando bacterias Gram-
negativas. Es sabido que las bacterias Gram-negativas son importantes productores de
sustancias potencialmente dafiinas (endotoxinas), por lo que al momento de considerar
algunas de las posibles aplicaciones de los PHAs, especialmente biomédicas y
alimenticias, es conveniente el uso de bacterias Gram-positivas (Song y col., 2013).

La producciéon de PHA por parte de la cepa B. megaterium BBST4 en todos los
medios estudiados sugiere una eficiente utilizacién del almidén como fuente de

carbono. Las maximas concentraciones de PHA extraido se observaron en las
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experiencias con relaciones de C/N de 6,25 y 18,75 superdndose en todos los casos los
0,4 g/L.

Segin los modelos determinados por MSR el extracto de levadura no parece tener
incidencia en la degradacién de almidon por parte de la cepa estudiada. De todas
maneras, a partir de las relaciones de C/N de 18,75 se obtuvo un 132 y 82 % mas de
PHA empleando 0,02 g/L. EL en relacién a la concentraciéon de PHA obtenida con 0,08
g/L. de EL, a las 18 y 78 h de crecimiento, respectivamente. Por otro lado, a partir de
relaciones de C/N de 6,25 se obtuvieron 2 y 15 % mas de PHA con 0,08 g/L EL en
relacién a la concentraciéon de PHA obtenida con 0,02 g/LL EL, a las 18 y 78 h de
crecimiento, respectivamente. Estas diferencias parecen mostrar cierta influencia del
extracto de levadura con tiempos cortos de hidrdlisis y altas concentraciones de almidén
y la inversa, cuando las concentraciones de almidén a hidrolizar son bajas. En todos los
casos las concentraciones de extracto de levadura utilizadas son muy bajas, lo que
generaria un término despreciable en las ecuaciones econdmicas y por lo tanto en los
costos de produccion. En consonancia con Tanyildizi y col. (2005), en experiencias en
las que analiza la influencia de altas concentraciones de extracto de levadura (hasta 6
g/L) en la optimizacion de la produccion de a-amilasa por una cepa de Bacillus spp., los
resultados obtenidos no se ven influenciados por el agregado de este extracto. Otros
autores han encontrado una influencia positiva del extracto de levadura en cepas de
Bacillus spp. a concentraciones de entre 1 g/L. (Riaz y col., 2008) y 3 g/L. (Malhotra y
col., 2000). De todas maneras las concentraciones de extracto de levadura utilizadas en
los trabajos mencionados son muy superiores a las empleadas en este trabajo y parecen
estar mas cerca de comportarse como fuentes directas de carbono/nitrogeno que como

elementos traza/factores de crecimiento.
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Teniendo en cuenta la necesidad de disminuir los costos de produccidn, la maxima
productividad de PHA obtenida empleando 5 g/L. de almidén fue practicamente igual a
la obtenida a partir de 15 g/L (0,0231 g/L-h y 0,0233 g/L-h, respectivamente), ambos a
18 h de crecimiento. Esto implicaria una disminucién en los gastos de la fuente de
carbono del 200 %. Estas productividades fueron superiores a las obtenidas con tres
cepas distintas empleando almidén como fuente de carbono: con la cepa Bacillus cereus
CFRO6 empleando 1 y 2 % de almidén soluble, se obtuvieron 0,0056 y 0,0067 g/L-h,
respectivamente, (Halami, 2008), con la cepa Azotobacter chroococcum H23 en cultivo
batch con 10 % de almidén como fuente de carbono, se obtuvo 0,0149 g/L-h, (Kim,
2000) y con la cepa Corynebacterium glutamicum ATCC13032 con 6% de almidon, se
obtuvo 0,0054 g/L-h, (Song y col., 2013); todas cultivadas a 30 °C y a tiempos mayores
a las 50 h de cultivo. Al igual que en el presente estudio diferentes cepas de Bacillus
spp. y otras cepas productoras de PHAs presentan las mayores concentraciones de PHA
empleando concentraciones de almidén mayores a 10 g/LL y a tiempos mayores a 50 h de
cultivo (Kim, 2000; Chen y col., 2006; Halami, 2008), pero generalmente no son tan
altas a tiempos cortos (por ejemplo 18 h) como las producidas por la cepa B.
megaterium BBST4. Las concentraciones de PHA obtenidas en el presente trabajo
también fueron superiores a las obtenidas con la cepa B. megaterium JK4h, 0,342 g/L,
(Dhangdhariya y col., 2015) utilizando un medio menos econdémico (3 % de glucosa,
0,3 % de peptona y 0,075 % de extracto de levadura) a tiempos mayores a las 18 h.

Con respecto a la hidrélisis de almidén, varios autores han demostrado que la
a-amilasa generalmente parece presentar una importante pendiente positiva de actividad
después de las 18 h (Mamo y Gessesse, 1999; Song y col., 2013; Goyal y col., 2005;
Sodhi y col., 2005). Dicha pendiente parece iniciarse con antelacién en la cepa

B.megaterium BBST4, lo que puede observarse principalmente en las experiencias con
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relaciones C/N inferiores a 12,5 (Figura 3.2). Segtin Liu y Xu (2008) la produccién de
a-amilasa estd asociada al crecimiento celular e inducida por la presencia de sustrato en
el medio. En este sentido entre las 10 y las 25 h se puede observar, en general, un buen
crecimiento de la biomasa (Figura 3.1). Para las menores relaciones de C/N estudiadas,
y en particular para 6,25, antes de las 18 h se estaria llegando a la fase estacionaria
consiguiéndose en este punto el maximo crecimiento y produccién de PHA. A la vez la
produccion de PHA parece decaer en tiempos posteriores, contrario a lo que se observa
a relaciones de C/N mayores a 12,5, donde se observa que la biomasa, al igual que la
produccion de PHA, continda en aumento después de las 48 h. Sin embargo, con las
mayores relaciones de C/N (21,34) empleadas en este trabajo, a pesar de observarse la
continuidad del crecimiento después de las 48 h, la produccién de PHA no parece ser
importante, pudiendo verse influenciada por el exceso de C y/o por la falta de extracto
de levadura.

En concordancia con Liu y Xu (2008) y Goyal y col. (2005), quienes trabajaron
con cepas de Bacillus spp., la hidrdlisis de almidén se hace detectable antes de las 20 h
de crecimiento, durante la fase de crecimiento exponencial (Figura 3.2). En esos
momentos la concentracién de a-amilasa alcanzaria en el medio un pico de produccidon.
Estas observaciones no parecen cumplirse con concentraciones mayores de almidén (15
y 17 g/L, Figura 3.2), en las que la hidrdlisis parece constante en el tiempo.

Segin varios autores la actividad amilolitica generalmente tiene su 6ptimo, para
cepas de Bacillus spp. termdfilos, a 37 °C y pH entre 5 y 7,5 (Sodhi y col., 2005; Goyal
y col., 2005; Liu y Xu, 2008). Aunque la cepa estudiada no es termoéfila parece
presentar una buena actividad amilolitica en este rango de pH. Las experiencias llevadas
a cabo con relaciones C/N menores a 12,5 indican una alta actividad a pH cercanos a 8,

donde el pH del medio varié de 8 a un minimo de 7,4 (C/N = 6,25 y EL = 0,08 g/L) a
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las 18 h, observdndose un consumo de almidon casi total antes de las 20 h, con una
pendiente marcada de consumo de almidén antes de las 10 h.

Las experiencias realizadas con relaciones C/N mayores a 12,5 mostraron una
actividad enzimdtica practicamente constante en el tiempo, por lo que también las
pendientes de consumo de almiddn parecen ser relativamente constantes. Esta idea y la
disminucién de la actividad amilolitica con el tiempo de cultivo (Goyal y col., 2005; Liu
y Xu, 2008) podrian explicar la importante concentraciéon de almidén residual
determinada a las 48 h de cultivo (Figura 3.2).

El punto méximo de acumulacién de biopolimero tiene lugar justo antes de la
esporulacién, siendo el PHA degradado durante este proceso. Esto hace que el
desarrollo de cualquier proceso biotecnoldgico de produccion de PHAs sea
econdémicamente inviable (Wu y col., 2001). A partir de los resultados observados en el
presente trabajo puede decirse que las condiciones empleadas para los cultivos no
favorecerian la esporulacion ya que solo se observaron indicios de esporulacion cuando
las relaciones de C/N fueron menores a 6,25 luego de 48 h de cultivo. En base a estos
resultados se puede decir que la cepa B. megaterium BBST4 posee la capacidad de
crecer largos periodos de tiempo sin presentar esporulaciéon en un medio sintético
simple (SWS) con y sin el agregado de extracto de levadura.

Por otra parte, en este trabajo se utilizé la MSR para definir estadisticamente y por
medio de la deseabilidad las condiciones 6ptimas de cultivo que minimizan el tiempo de
cultivo maximizando la produccién de PHA. Su aplicacién define el efecto de las
variables independientes, solas o en combinacidn, sobre el/los procesos estudiados.
Ademds de analizar los efectos de las variables independientes, a partir de esta
metodologia experimental se puede generar un modelo matemdtico que describa la

relacion de las variables estudiadas (Papaneophytou y Kyriakidis, 2012). En contraste,
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el método de optimizacion cldsico (optimizacidn de variables simple) no sélo es lento y
tedioso, sino que tampoco representa los efectos completos de las variables del proceso
y hace caso omiso de las interacciones entre dichas variables (Bas, 2007).

Las condiciones méas deseables aplicando MSR resultaron ser C/N = 18,75 y
EL =0,02 g/L a 28 h de cultivo como condiciéon 6ptima general y C/N = 6,25 y
EL = 0,08 g/LL a 18 h de cultivo como condicién 6ptima minima. Estas dos condiciones
fueron denominadas CDA y CDB, respectivamente.

Para estas dos condiciones se propuso una cinética y se realizé una estimacién de
pardmetros. Si bien se obtuvieron mejores resultados en el ajuste de los datos de CDA,
con sOlo dos experiencias no es posible sacar demasiadas conclusiones respecto a la
bondad de los mismos. Las diferencias podrian ser atribuidas al uso de mejores puntos
iniciales y cotas inferiores y superiores en el modelo de optimizacidén implementado
para el ajuste de los datos experimentales.

Los parametros estimados en el problema de optimizacién (Tabla 3.5) para ambos
casos presentaron concordancia con los presentados por Faccin y col. (2012), como por
ejemplo, un valor negativo del pardmetro k,, que ratifica el escenario propuesto por
Khanna y Srivastava (2005), en el que los microorganismos también pueden consumir
PHA como fuente de carbono bajo condiciones especificas. Otro aspecto relacionado
con lo enunciado anteriormente es el hecho de que todos los pardmetros estimados, a
excepcion de Ygs,, tomaron valores considerados por el desvio estindar de los
parametros reportados en la literatura por Faccin y col. (2012). La excepcidn particular
del pardmetro Ygss. podria ser debida al hecho de que este es altamente dependiente de la
relacion biomasa residual/fuente de nitrégeno empleada en cada experimento.

Los perfiles de las variables medidas (Tabla 3.7) resultaron ser similares a los

obtenidos experimentalmente por Faccin y col. (2009). Mientras que las diferencias
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observadas en la estimacion de las variables pueden deberse al hecho de que el PHA y
la biomasa total estdn altamente correlacionados (ec. 8), andlogamente a lo propuesto
por Mulchandani y col. (1989), donde la biomasa total solamente estd representada por
la contribucién de la biomasa residual y la produccion de PHA, por lo tanto, cualquier
tipo de error introducido por una de estas variables, afecta de forma predecible a la otra.

Luego del ajuste de la cinética propuesta para CDA y CDB se llevé a cabo una
nueva experiencia para cada condicion para validar el ajuste obtenido. Para tal fin se
usaron los datos de las experiencias CDAVal (Tabla 3.8) y CDBVal (Tabla 3.10)
observandose una buena coherencia con la cinética propuesta, ya que todos los d fueron
superiores a 0,9. Para CDAVal se obtuvo la mayor variacién en este indice para la
variable PHA, con una mejora del d de 0,944 a 0,983 en concordancia con la mejora
observada en el resto de los indices para esta variable.

Aunque el ajuste realizado para CDB también tuvo una adecuada precision
representando con éxito la evolucion de las variables medidas (Tabla 3.10), es
altamente probable que la precision para la variable pH se deba a la falta de informacion
adicional, es importante al menos tener esta informacién, ya que es fundamental como
punto inicial para poder incluir la ecuacién de concentracién de iones H al modelo, la
cual sirve para predecir el comportamiento del pH de manera aceptable.

Tanto los procesos de ajuste como los de validacion representan de buena manera
la tendencia de los datos medidos para las diferentes variables, excepto para la variable
biomasa total en las condiciones de CDA. Esto puede deberse a la falta de datos para
ajustar la ecuacién de la biomasa residual, responsable del aumento de la biomasa total
a tiempos mayores.

De los datos medidos y de los ajustes realizados se puede concluir que a tiempos

menores a las 30 h se consiguen producciones de PHA razonables, no muy alejadas a las
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predichas con las condiciones de deseabilidad (Tabla 3.3). En la Figura 3.5 se puede
observar que el pico mdximo de produccién de PHA (0,54 g/L) se obtendria a las 48 h,
presentando aproximadamente un 54 % mas de PHA que a las 28 h. La productividad
fue maxima en la experiencia con una relacién C/N de 6,25 y 0,08 g/L. de EL a las 18 h
(0,0189 g/L-h), por lo que estas condiciones (5 g/L de almidén, 0,8 g/L de urea, 0,008
g/L. de EL y 18 h de cultivo) parecen ser las condiciones Optimas para la produccién de
PHA a partir de almidén como fuente de carbono empleando B. megaterium BBSTA4.
Estas condiciones Optimas de cultivo, sumadas a la capacidad de crecer largos periodos
de tiempo sin esporular, convierten a la cepa B. megaterium BBST4 en un productor de
PHAs con potencial para ser empleado en aplicaciones de alto valor agregado como son

la industria farmacéutica y biomedica.

3.6 CONCLUSIONES

Se realizé la optimizacion del crecimiento y producciéon de PHAs a partir de
almidén empleando métodos estadisticos complejos, como la metodologia de superficie
de respuesta (RMS), la cual permitié obtener buenos resultados minimizando el tiempo
y numero de experimentos realizados. Se definieron 3 variables operativas (relacion
fuente de carbono a fuente de nitrégeno (C:N), concentraciéon de extracto de levadura
(EL) y tiempo de cultivo (Tc)) y se analizaron las variables de interés (PHA y biomasa
producidos, almidén consumido y variacion de pH del cultivo). Las condiciones
Optimas determinadas por RMS y finalmente por deseabilidad para la produccién de
PHAs a partir de almidén y urea como unicas fuentes de carbono y nitrégeno,
respectivamente, fueron las siguientes: 15 g/L. de almidén, 0,8 g/ de urea, y 0,02 g/L
de extracto de levadura; a 30 °C y 28 h de incubacién, con una produccién de PHA de

0,35 g/L y una productividad maxima de 0,0125 g/L-h. Aunque a las 48 h se observé el
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pico maximo de produccién, que super6 los 0,5 g/L, a este tiempo se obtiene un menor
valor de productividad (menor a 0,011 g/L-h). A pesar de haber obtenido las
condiciones d6ptimas previamente mencionadas como las de mdxima produccion de
PHAs, teniendo en cuenta la ecuacidon econdémica del proceso de produccion, en la que
la fuente de carbono representa hasta un 50 % del valor de produccion, las condiciones
Optimas que minimizan estos costos y generan una buena producciéon de PHAs fueron
las siguientes: 5 g/LL de almidon, 0,8 g/LL de urea, y 0,08 g/L de extracto de levadura y
18 h de incubacién a 30 °C, con una produccién de PHA de 0,342 g/LL y una
productividad de 0,019 g/L-h. De esta manera, la cepa demostré una importante
eficiencia en la produccion de PHAs con bajas concentraciones de fuente de carbono y a
tiempos reducidos de cultivo.

Para el disefio experimental empleado en este estudio (RMS y deseabilidad) se
empled el software gratuito R, el cual permitié cumplimentar el andlisis de cada etapa
del desarrollo demostrando una importante flexibilidad para su utilizacién en este tipo
de andlisis estadistico complejo.

Por otra parte se propuso una cinética para este proceso y se realizo el ajuste de
parametros de la misma. La obtencion de una cinética que representa los datos
experimentales obtenidos permitid generar una herramienta de prediccion para el
seguimiento del proceso de produccion de PHA en un medio basal econémico a partir

de almidén y urea como tnicas fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente.
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3.7 NOMENCLATURA

X Concentracion de biomasa total (g /L)

R Concentracion de biomasa residual (g../L)

P Concentracién de biopolimero (gpr.s/L)

S, Concentracion de fuente de carbono (gg/L)

S, Concentracion de fuente de nitrégeno (gguyo/L)

t Tiempo (h)
U Relacion de crecimiento especifico (h™h
My Relacién de crecimiento especifico maximo (h™")
k; Pardmetro cinético en la acumulacién de producto ec. 11 (gproa/Ecen)
k> Pardmetro cinético en la acumulacién de producto ec. 11 (gyrod/Ecen h)
ks Pardametro cinético en el consumo de la fuente de carbono ec. 12 (ggub1/8cenn)
ky Pardmetro cinético en el consumo de la fuente de carbono ec. 12 (Zsub1/Zprod)
ks Pardametro cinético en el consumo de la fuente de carbono ec. 12 (g41/Ecen h)
Ky, Constante de saturacion basado en la concentracién de la fuente de nitrogeno (gguo/L)
Y, s, | Produccién de biomasa residual basado en la fuente de nitr6geno (geen/gsuv2)
ms> Coeficiente de mantenimiento basado en la fuente de nitrégeno (gp2/geen h)
ky Relacién de muerte celular (h™)
H Concentracion de iones hidrégeno (molg,/L)

a Constante de ajuste en la ec. 10 (g /L h)

b Constante de ajuste en la ec. 12 (gsup1/Zsuv2 h)

c Constante de ajuste en la ec. 12 (h™h
kyui Constante en la ec. 14 (L/gc.n)
Ky Constante en la ec. 14 (L/g . h)

N Numero total de mediciones

0 Conjunto de parametros a estimar

NE Numero de experimentos

NV; Numero de variables medidas en el experimento i

NM; | Ndmero de mediciones de la variable "j" en el experimento “i”

O'jk Varianza de la medicién "k" de la variable "j" en el experimento “i”

Z;-k Valor "k" medido para la variable "j" en el experimento “i”

Zijk Valor "k" predicho para la variable "j" en el experimento “i”

EM Error medio

y; Valores observados

y Media de los valores observados

9 Valores simulados

n,. | Nimero de observaciones

ER Error relativo

d Indice de coherencia

104




Capitulo 3

3.8 REFERENCIAS

Bas, D., Boyaci, 1. H. (2007) Modeling and optimization I: Usability of response surface
methodology. J. Food Eng., 78 836-845.

Bezerra, M. A., Santelli, R. E., Oliveira, E. P., Villar, L. S., Escaleira, L. A. (2008)
Response surface methodology (MSR) as a tool for optimization in analytical
chemistry. Talanta, 76, 965-977.

Chen, C. W, Don, T. M., Yen, H. F. (2006) Enzymatic extruded starch as a carbon
source for the production of poly(3-hydroxybutyrate-co-3-hydroxyvalerate) by
Haloferax mediterranei. Proc. Biochem., 41:2289-2296.

Choi, J., Lee, S.Y. (1999) Factors affecting the economics of polyhydroxyalkanoate
production by bacterial fermentation. Appl. Microbiol. Biotechnol., 51:13-21.

Derringer, G., Suich, R. (1980) Simultaneous optimization of several response
variables. J. Qual. Technol., 12, 214-219.

Dhangdhariya, J. H., Dubey, S., Trivedi, H. B., Pancha, L., Bhatt, J. K., Dave, B. P.,
Mishra, S. (2015) Polyhydroxyalkanoate from marine Bacillus megaterium using
CSMCRI's Dry Sea Mix as a novel growth medium. Intern. J. Biol. Macromol., 76,
254-261.

Faccin, D. J. L., Correa, M. P., Rech, R., Ayub, M. A. Z., Secchi, A. R., Cardozo, N. S.
M. (2012) Modeling P(3HB) production by Bacillus megaterium. J. Chem. Technol.
Biotechnol., 87:325-333.

Faccin, D. J. L.; Martins, I.; Cardozo, N. S. M.; Rech, R.; Ayub, M. A. Z.; Alves, T. L.
M.; Gambetta, R.; Secchi, A. R. (2009) Optimization of C/N ratio and minimal initial
carbon source for poly(3-hydroxybutyrate) production by Bacillus megaterium. J.

Chem. Technol. Biotechnol., 84, 1756-1761.

105



Capitulo 3

Gentleman, R., Huber, W., Carey, V. J. (2011) R Language. Intern. Enc. Stat. Sci.,
1159-1161.

Goyal N., Gupta, J. K., Soni, S. K. (2005) A novel raw starch digesting thermostable a-
amylase from Bacillus sp. I-3 and its use in the direct hydrolysis of raw potato starch.
Enzyme Microb. Technol., 37 723-734.

Halami P.M. (2008) Production of polyhydroxyalkanoate from starch by the native
isolate Bacillus cereus CFR06. World J. Microbiol. Biotechnol., 24:805-812.

Harrington, J. (1965) The desirability function. Ind. Qual. Control, 21, 494-498.

Hatambeygi, N., Abedi, G., Talebi, M. (2011) Method development and validation for
optimised separation of salicylic, acetyl salicylic and ascorbic acid in pharmaceutical
formulations by hydrophilic interaction chromatography and response surface
methodology. J. Chromatogr. A, 1218, 5995-6003.

Ihaka, R., Gentleman, R. (1996) R: A Language for Data Analysis and Graphics. J.
Comp. Graph. Stat.

Khanna, S., Srivastava, A.K. (2005) A simple structured mathematical model for
biopolymer (PHB) production. Biotechnol. Prog., 21:830-838.

Khanna, S., Srivastava, A. K. (2006) Computer simulated fed-batch cultivation for over
production of PHB: A comparison of simultaneous and alternate feeding of carbon
and nitrogen. Biochem. Eng. J., 27, 197-203.

Kim, B.S. (2000) Production of poly(3-hydroxybutyrate) from inexpensive substrates.
Enzyme Microb. Technol., 27 T74-T777.

Kuhn, M. (2015) Desirability: Desirability Function Optimization and Ranking. R
package version 1.9. URL: http://CRAN.R-project.org/package=desirability

Lenth, R.V. (2010) Response-Surface Methods in R, Using rsm. J. Stat. Soft., 32(7), 1-

17.

106



Capitulo 3

Lenth, R.V. (2015) Response-surface illustration: Vignette for rsm package. R package
version 2.7-4. URL: http://CRAN.R-project.org/package=rsm

Liu, X.D., Xu, Y. (2008) A novel raw starch digesting a-amylase from a newly isolated
Bacillus sp. YX-1: Purification and characterization. Biores. Technol., 99 4315-4320.

Lépez, J. A., Bucald, V., Villar, M. A. (2010) Application of dynamic optimization
technique for poly(B-hydroxybutyrate) production in a fed-batch bioreactor. Ind.
Eng. Chem. Res., 49, 1762-1769.

Malhotra, R., Noorwez, S. M., Satyanarayana, T. (2000) Production and partial
characterization of thermostable and calcium-independent a-amylase of an extreme
thermophile Bacillus thermooleovorans NP54. Lett. Appl. Microbiol., 31, 378-384.

Mamo, G., Gessesse, A. (1999) Purification and characterization of two raw starch
digesting thermostable alpha amylases from a thermophilic Bacillus. Enzyme Microb.
Technol., 25:433-438.

Mulchandani, A., Luong, J. H. T., Groom, C. (1989) Substrate inhibition kinetics for
microbial growth and synthesis of poly-B-hydroxybutyric acid by Alcaligenes
eutrophus ATCC 17697. Appl. Microbiol. Biotechnol., 30:11-17.

Najafpour, G. D., Shan, C. P. (2003) Enzymatic hydrolysis of molasses. Biores.
Technol., 86 91-94.

Nakamura, L. K. (1981) Lactobacillus amylovorus, a new starch-hydrolyzing species
from cattle waste-corn fermentations. Int. J. Syst. Bacteriol., 31:56-63.

Nelder, J. A., Mead, R. (1965) A Simplex Method for Function Minimization. Comp. J.,
7:308-313.

P.S.E. Ltd. (2004) gPROMS Advanced User Guide-Release 2.3. Process Systems

Enterprise Ltd. London.

107



Capitulo 3

Papaneophytou, C. P., Kyriakidis, D. A. (2012) Optimization of polyhydroxyalkanoates
production from Thermus thermophilus HB8 using response surface methodology. J.
Polym. Environ., 20:760-773.

Patwardhan, P. R., Srivastava, A. K. (2004) Model-based fed-batch cultivation of R.
eutropha for enhanced biopolymer production. Biochem. Eng. J., 20: 21-28.

Pochon, J., Tardieu, L. (1962) Techniques d’analysisenmicrobiologie du sol. De la
Tourelle, Paris.

R Core Team (2015) R: A language and environment for statistical computing. R
Foundation for Statistical Computing, Vienna, Austria. URL: http://www.R-
project.org/.

Raje, P., Srivastava, A. K. (1998) Updated mathematical model and fed-batch strategies
for poly-B-hydroxybutyrate (PHB) production by Alcaligenes eutrophus. Biores.
Technol., 64:185-192.

Ramsay, J. A., Berger, E., Voyer, R., Chavarie, C., Ramsay, B. A. (1994) Extraction of
poly(3-hydroxybutyrate) using chlorinated solvents. Biotechnol. Tech., 8:589-594.
Riaz, A., Qadar, S., Anwar, A., Igbal, S., Bano, S. (2008) Production and
characterization of thermostable a-amylase from a newly isolated strain of Bacillus

subtilis KIBGE-HAR. Internet J. Microbiol., 6(1).

Salas, C. (2008) Por qué comprar un programa estadistico si existe R?. Ecol. Austral,
18(203):223-231.

Schaeffer, A. B., Fulton, M. D. (1933) A simplified method of staining endospores.
Science, 77:194.

Schleifer, K.H. (2009) Phylum XIII. Firmicutes Gibbons and Murray 1978, 5. Bergey’s

Manual of Systematic Bacteriology SE - 3., 5:19-1317.

108



Capitulo 3

Shahid, S., Mosrati, R., Ledauphin, J., Amiel, C., Fontaine, P., Gaillard, J. L., Corroler,
D. (2013) Impact of carbon source and variable nitrogen conditions on bacterial
biosynthesis of polyhydroxyalkanoates: evidence of an atypical metabolism in
Bacillus megaterium DSM 509. J. Biosci. Bioeng., 116(3):302-308.

Sodhi, H. K., Sharma, K., Gupta, J. K., Soni, S. K. (2005) Production of a thermostable
a-amylase from Bacillus sp. PS-7 by solid state fermentation and its synergistic use
in the hydrolysis of malt starch for alcohol production. Proc. Biochem., 40(2), 525-
534.

Song, Y., Matsumoto, K. I., Tanaka, T., Kondo, A., Taguchi, S. (2013) Single-step
production of polyhydroxybutyrate from starch by using a-amylase cell-surface
displaying system of Corynebacterium glutamicum. J. Biosci. Bioeng., 115(1):12-14.

Subramaniam, M., Baradaran, A., Rosli, M. L., Rosfarizan, M., Khatijah, Y., Raha, A.
R. (2012) Effect of signal peptides on the secretion of -cyclodextrin
glucanotransferase in Lactococcus lactis NZ9000. J. Molec. Microbiol. Biotechnol.,
22(6):361-372.

Switzar, L., Giera, M., Lingeman, H., Irth, H., Niessen, W. M. A. (2011) Protein
digestion optimization for characterization of drug—protein adducts using response
surface modeling. J. Chromatogr. A, 1218: 1715-1723.

Talebpour, Z., Ghassempour, A., Abbaci, M., Aboul-Enein, H. Y. (2009) Optimization
of microwave-assisted extraction for the determination of glycyrrhizin in menthazin
herbal drug by experimental design methodology. Chromatogr., 70, 191-197.

Tanyildizi, M. S., Ozer, D., Elibol, M. (2005) Optimization of a-amylase production by

Bacillus sp. using response surface methodology. Proc. Biochem., 40(7):2291-2296.

109



Capitulo 3

Valappil, S. P., Misra, S. K., Boccaccini, A. R., Keshavarz, T. (2007) Large-scale
produc-tion and efficient recovery of PHB with desirable material properties, from
the newly characterized Bacillus cereus SPV. J. Biotechnol., 132:251-258.

Willmott, C. J. (1981) On the validation of models. Phys. Geogr., 2, 184-194.

Wu, Q., Huang, H., Hu, G., Chen, J., Ho, K. P., Chen, G. Q. (2001) Production of poly-
3-hydroxybutyrate by Bacillus sp. JMa5 cultivated in molasses media. Antonie van
Leeuwenhoek, 80:111-118.

Yuan, J., Huang, J., Wu, G., Tong, J., Xie, G., Duan, J. A., Qin, M. (2015) Multiple
responses optimization of ultrasonic-assisted extraction by response surface
methodology (MSR) for rapid analysis of bioactive compounds in the flower head of

Chrysanthemum morifolium Ramat. Ind. Crops Prod., 74:192-199.

110



Capitulo 4

CAPITULO 4. Extraccién y caracterizacién de los PHAs
producidos por la cepa B. megaterium BBST4 a partir de

distintas fuentes de carbono

41 INTRODUCCION

Los poli(B-hidroxialcanoatos), PHAs, son termopldsticos biodegradables que
poseen propiedades finales similares a polimeros sintéticos ampliamente usados como
poli(etileno) y poli(propileno). En la producciéon de PHAs a gran escala el costo del
producto depende tanto del proceso como de la pureza del mismo. A su vez, la
productividad y pureza del PHA obtenido dependen principalmente del microorganismo
utilizado y de los métodos de extraccién y purificaciéon empleados (Valapil y col.,
2007). La mayoria de los procesos de separacion propuestos para la recuperacion de
PHAs implican el uso de solventes de extraccién tales como diclorometano, carbonato
de propileno, anhidrido acético, carbonato de etileno, dicloroetano o cloroformo (Berger
y col., 1989; Valapil y col., 2007). Sin embargo, el mds usado a nivel laboratorio es la
extraccién con cloroformo en ebullicién en Soxhlet (Kannan y Rehaéek, 1970; Labuzek
y Radecka, 2001; Heinrich y col., 2012). Otros procesos de recuperacion emplean
hipoclorito para el tratamiento de la biomasa. Este tratamiento es eficaz en la
solubilizacion de los componentes celulares, pero el hipoclorito puede degradar de
forma importante el PHA obtenido (Hahn y col., 1994; Ramsay y col., 1990). Por este
motivo es necesario optimizar el proceso de extraccién de modo tal de no degradar el
PHA (Berger y col., 1989). El tratamiento con hipoclorito puede ser menos agresivo si

es combinado con otros métodos. A partir de la digestion de hipoclorito de sodio y la
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extraccion con cloroformo se logran pérdidas de PHB sustancialmente inferiores (Hahn
y col., 1994).

Una vez obtenido y purificado el biopolimero se debe confirmar que este sea PHA
y determinar de qué PHA se trata, para esto deben ser determinadas las caracteristicas
fisico-quimicas del biopolimero extraido. Para determinar la estructura molecular y las
propiedades finales, los PHAs son sometidos a diferentes técnicas analiticas, siendo las

siguientes las mas cominmente utilizadas:

4.1.1 Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)

La espectroscopia infrarroja (IR) es una técnica no destructiva que requiere poco
tiempo de preparacion de la muestra y permite una rdpida caracterizacion de la
estructura molecular de materiales poliméricos complejos. Esta herramienta es utilizada
habitualmente para determinar la presencia de enlaces caracteristicos de la estructura

molecular de los PHAs (Kansiz, 2000; Oliveira y col., 2007; Valapil y col., 2007).

4.1.2 Resonancia magnética nuclear (NMR)

La resonancia magnética nuclear se ha utilizado durante muchos afios ya que
representa una potente herramienta para la determinacion de la estructura molecular.
Con esta técnica se ha determinado, principalmente en solucién empleando cloroformo
deuterado, la estructura, dindmica y disposicién de grupos o cadenas laterales en
diferentes PHAs (Doi y col., 1986, Labuzek y Radecka, 2001; Luo y col., 2006; Numata

y col., 2013; Tripathi y col., 2012; Ten y col., 2015).

4.1.3 Calorimetria diferencial de barrido (DSC)
La calorimetria diferencial de barrido (DSC) ha surgido como una poderosa
técnica experimental para la determinacion de propiedades térmicas de

biomacromoléculas. Mediante la medida del calor involucrado en las transiciones de
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fase del material es posible obtener informacién sobre temperaturas y calores
involucrados en dichas transiciones. Esto hace posible obtener informacién sobre los
procesos de cristalizacién y fusion de los biopolimeros y analizar sus caracteristicas en
los estados intermedios involucrados (Spink, 2008). Su uso en el andlisis de las
propiedades térmicas de los PHAs es ampliamente reconocido (Hahn y col., 1994;
Oliveira y col., 2007; Valapil y col., 2007; Reddy y col., 2015; Dominguez-Diaz y col.,

2015).

4.1.4 Cromatografia de exclusion de tamafios o permeacion de geles (GPC)

Las propiedades finales de los PHAs dependen de su masa molecular
(Dominguez-Diaz y col., 2015). Para determinar la distribucion de masas molares y los
pesos moleculares promedio suele utilizarse la cromatografia por permeacién de geles
(GPC). Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para los PHAs por diferentes
investigadores (Biirger y col., 1993; Labuzek y Radecka, 2001; Oliveira y col., 2007;

Valapil y col., 2007; Ten y col., 2015).

4.2 OBJETIVOS

4.2.1 Optimizar la extraccion del PHA producido por B. megateriun BBST4

4.2.2 Caracterizar los PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4 empleando
almidén, melaza de cafia de aziicar y glicerol como fuentes de carbono y urea como

unica fuente de nitrégeno.
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43  MATERIALES Y METODOS
4.3.1 PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4 a partir de distintas
fuentes de carbono

Todos los PHAs estudiados fueron obtenidos empleando la cepa Bacillus
megaterium BBST4. Esta cepa fue almacenada a -70 °C en caldo Tripticasa-soja
(Britania B0210206, Argentina) con 20 % de glicerol.

Para las experiencias se utiliz6 como medio de cultivo base la solucién salina de
Winogradsky (SW) (Anexo B). Esta SW se complement6 con 3 % de glicerol (SWG,
Anexo B), 0,5 % de almidén (SWS, Anexo B) o 2 % de melaza de cana de azicar
(SWM, Anexo B), como fuentes de carbono y energia, y 0,1 % de urea como unica
fuente de nitrégeno. Todas las soluciones fueron preparadas con agua bidestilada. La
SW se autoclavé a 1 atm durante 15 min. El glicerol y la melaza de cafia de azicar se
autoclavaron con la SW mientras que el almidon y la urea se esterilizaron por filtracion
(Anexo B). Para cada fuente de carbono se emplearon por triplicado Erlenmeyers de
250 mL con 100 mL de medio. Los cultivos fueron realizados en un agitador Gerhardt
SW 20 (Dinamarca) con bafio termostatizado a 150 rpm y 30 °C. El pH inicial fue de 8
y los Erlenmeyers se retiraron a las 48 h de cultivo para determinar la biomasa y extraer

y caracterizar el PHA producido.

4.3.2 Técnicas de extraccion de PHAs empleando cloroformo

A continuacién se describen los tres métodos de extraccidén ensayados para la
extracciéon de PHAs con el medio SWG. La cepa B. megaterium BBST4 fue recuperada
en caldo Tripticasa-soja e incubada a 30 °C en un agitador orbital durante 24 h. De este
caldo se tom6 una alicuota por medio de un ansa estéril la cual fue transferida a una

placa con SWGA (con 3 % de glicerol y 0,1 % de urea). La placa fue incubada durante
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48 horas a 30 ° C. Una colonia fue tomada con ansa estéril y transferida a un
Erlenmeyer de 100 mL con 25 mL de SWG y este Erlenmeyer fue incubado a 30 °C y
150 rpm durante 48 h. Las células fueron recogidas mediante centrifugacién (Rolco CM
4080, Argentina) durante 15 min a 2.000 g, posteriormente fueron lavadas dos veces
con solucioén salina (NaCl 0,85 % p/v), y finalmente suspendidas en la misma solucidn.
La densidad Optica de esta suspension celular fue ajustada a una absorbancia de 0,2 a
550 nm (DOS550), correspondiente a 10® unidades formadoras de colonias/mL
(UFC/mL), utilizando un espectrofotémetro (Thermo Spectronic Genesys 20, Thermo
Electron Corporation, MA, EE.UU.). Se utilizé 1 mL de esta suspensién de células
como indculo para los experimentos realizados en Erlenmeyers de 250 mL con 100 mL
de medio. Los cultivos se incubaron durante 48 h a 30 °C y 150 rpm. El volumen de
cada muestra fue centrifugado a 2.000 g por 15 min con el fin de recoger todas las
células de la muestra. El pellet acumulado fue lavado dos veces con agua destilada,
congelado a -70 °C vy liofilizado (RIFICOR L-A-B3-C, con una bomba de vacio
WELCH 1402). La biomasa liofilizada se pesé en una balanza analitica de 5 digitos
(Mettler AE 163, Mettler-Toledo Ltd, Leicester, UK) y fue posteriormente empleada
para la extraccion del PHA.

A continuacién se describen las técnicas de extraccion estudiadas. Cada técnica se

ensayd por triplicado.

4.3.2.1 Cloroformo en ebullicion (CHCIl;3-Sohxlet)

Se empled la técnica descripta por Labuzek y Radecka (2001). Las células
liofilizadas se suspendieron en cloroformo en un matraz de fondo redondo. El PHA
contenido en las células fue extraido con cloroformo en ebullicién en Soxhlet durante
series de tiempo de 6 a 7 h durante 2 dias. La solucién resultante se concentré por

evaporacion del solvente. Finalmente, el PHA obtenido se purificd por precipitacion con
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un volumen igual de hexano, se separd por filtracién y se secd a peso constante en
estufa a 37 °C. El contenido total de PHA de cada muestra fue obtenido por pesada en

balanza analitica.

4.3.2.2 Hipoclorito y cloroformo en ebullicion (CHCI3-NaClO)

Se empled la técnica descripta por Valappil y col., 2007. Las células liofilizadas
fueron tratadas con una solucién de hipoclorito de sodio (16 %, v/v en agua) por 12 h a
37 °C, con el objetivo de romper la pared celular y liberar el biopolimero contenido en
las células. Posteriormente, esta mezcla fue centrifugada a 6.000 g (centrifuga PK131,
Thermo Electron Industries, Francia) y el sélido fue lavado dos veces con agua
destilada, acetona, etanol y dietil éter. Finalmente, el material sélido fue sometido a
extraccion utilizando cloroformo en Soxhlet por 24 h. La solucién de PHA en
cloroformo fue concentrada por evaporacién y el PHA fue purificado por precipitacién
utilizando hexano (Labuzek y Radecka 2001; Chuah y col. 2013). El precipitado

obtenido fue centrifugado y secado hasta peso constante en estufa a 37 °C.

4.3.2.3 Dispersion de cloroformo e hipoclorito (Dispersion CHCI3-NaClO)

Se empled la técnica descripta por Hahn (1994). En esta técnica se utiliza una
dispersion de cloroformo:hipoclorito:células con una relacion 1:1:0,08 (mL:mL:g). El
hipoclorito de sodio se encuentra a una concentracién de 30 % (v/v, en agua) y las
células corresponden a gramos de biomasa liofilizada. Esta mezcla es mantenida durante
90 min a 30 °C en un agitador a 150 rpm y luego centrifugada a 6.000 g durante 10 min.
Se obtienen tres fases separadas. La fase superior contiene el hipoclorito de sodio, la
fase intermedia contiene el material celular sin biopolimero y las células no lisadas, y la
fase inferior corresponde a la solucién de cloroformo con el PHA. La fase superior fue

eliminada por extraccién con pipeta y la solucién de PHA en cloroformo es obtenida
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por filtracién. El PHA fue recuperado de la solucién y purificado por precipitaciéon con

hexano (Labuzek y Radecka 2001; Chuah y col. 2013).

4.3.2.4 Adaptacion y puesta a punto de la técnica de mayor eficiencia

La técnica de extracciéon de PHA con cloroformo e hipoclorito de sodio descripta
por Valappil y col. (2007) fue modificada en base a pruebas propias incorporando
variantes de la técnica descripta por Manna y col. (1999) con la intencién de mejorar la
eficacia del proceso de extraccion de PHA. Las células liofilizadas derivadas de cada
muestra fueron lisadas por medio de digestién quimica con solucién de hipoclorito de
sodio (5,5 % v/v en agua) a 37 °C por 1 h con agitacién constante y luego centrifugadas
a 6.000 g. El residuo o pellet obtenido fue lavado dos veces con agua destilada, acetona
y etanol, sucesivamente. Finalmente, cada pellet fue sometido a extraccién con
cloroformo en ebullicién durante 15 min y filtrado con papel de filtro Whatman GF/C
(47 mm, 1820047). El PHA disuelto en cloroformo fue purificado mediante
precipitacion con hexano y recuperado por evaporacion del solvente (Manna et al. 1999;
Chuah y col. 2013). La concentracion de PHA fue definida como gramos de

biopolimero por litro de cultivo celular (g/L).

4.3.3 Propiedades fisico-quimicas de los biopolimeros y equipamiento utilizado
para las técnicas de caracterizacion de PHAs

Todas las técnicas analiticas que se describirdn a continuacién fueron empleadas
en la caracterizacion de los PHAs producidos a partir de las tres fuentes de carbono
estudiadas (medios SWG, SWS y SWM), a excepcion de la técnica de GPC que sélo fue

aplicada al PHA producido a partir de glicerol (PHAQ).
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4.3.3.1 Espectroscopia de FTIR

Los PHAs obtenidos fueron disueltos en cloroformo y gotas de dichas soluciones
fueron colocadas sobre una ventana de NaCl obteniéndose finalmente una delgada
pelicula del biopolimero por evaporacion del solvente. Los espectros se obtuvieron en
un equipo FTIR Nicolet Nexus (Thermo Scientific, EE.UU.) en el intervalo de 400 a
4000 cm™ con una resolucién de 4 cm™ empelando 40 barridos por cada muestra.

En base a los espectros FTIR se determiné el indice de cristalinidad (CI) (para
esta determinacion se utilizaron peliculas de PHA con un tiempo determinado desde su
preparacion: 12 h o mds de evaporacion del solvente (Xu y col., 2002)). El indice de
cristalinidad (IC) se calculé como la relacién entre las intensidades de las bandas a 1382
cm’ y 1185 cm™ de acuerdo a lo propuesto por Bloembergen y col. (1986). Xu y col.
(2002) demostraron que la banda de referencia en 1382 cm™ sélo se puede utilizar para
PHAs de rdpida cristalizacion, pero no es adecuado para co-polimeros que contengan
monoémeros de cadena corta y media longitud (scl-mcl-PHA). Por lo tanto, Xu y col.
(2002) sugirieron un nuevo indice de cristalinidad (CI;) definido como la relacién entre
las absorbancias de las bandas en 1230 cm™ y 1453 cm™. Posteriormente, Luo y col.
(2006) sugirieron otro indice en el que la banda en 1453 cm™ puede ser considerada
como banda de referencia para la medicion del grado de cristalinidad. Este nuevo indice
de cristalinidad (CI,) se basa en la relacién entre la intensidad de las bandas a 1453 cm’
y 1185 cm™. A modo de comparacion en este trabajo se calcularon los distintos indices
de cristalinidad propuestos por los diferentes autores de modo tal de poder estimar el

indice de cristalinidad de los PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4.

4.3.3.2 Resonancia Magnética Nuclear (‘H-NMR, °C-NMR y HSQC)
La estructura molecular de los PHAs obtenidos fue determinada por resonancia

magnética nuclear en un equipo Bruker Avance III-300 (Top spin 3.2) a 300 MHz
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usando como solvente CDCl; (Aldrich, 99,8% de atomos D, conteniendo 0,003% v/v de
TMS). Se registraron los espectros 'H- y BC-NMR de una dimensién y el espectro
HSQC (coherencia cudntica simple heteronuclear) de dos dimensiones. Para cada
anlisis se emplearon aproximadamente 10 mg de muestra y 1 mL de solvente. Para 'H-
NMR se emplearon los siguientes pardmetros: 11,25 ps de duracion del pulso de 90°,
6009,615 Hz de amplitud espectral, con 8 escaneos y un retraso de relajacion de 1
segundo. Para el ?C-NMR se utilizé cloroformo deuterado (CDCI3) como referencia
interna (a 77,0 ppm). Los escaneos utilizados para Bc y HSQC fueron de 4096 y 128,
respectivamente. La composiciéon del PHA se obtuvo en base al espectro 'H-NMR
empleando la relacion de las dreas integradas de las sefiales de los hidrégenos de los
grupos metilo y metileno. La determinacion de similitudes espectrales y la correlacion
entre los espectros y la estructura de los PHA predichas se determinaron con el software

MestReNova version 9.0.1 (Mestrelab Research S.L., 2014).

4.3.3.3 Propiedades térmicas (DSC)

Las propiedades térmicas de los biopolimeros extraidos se midieron por
calorimetria diferencial de barrido (DSC) utilizando un calorimetro Perkin Elmer Pyris
1, calibrado con indio y n-heptano como estindares. Para cada muestra de PHA de
aproximadamente 10 mg se llevé a cabo un ciclo de calentamiento-enfriamiento-
calentamiento en el rango de temperaturas de 30 a 200 °C con una velocidad de 10
°C/min. Las propiedades térmicas se calcularon empleando el enfriamiento

(cristalizacién) y el segundo calentamiento (fusion).

4.3.3.4 Masas moleculares (GPC)
La distribucién de masas molares y los pesos moleculares promedio en nimero
(M,) y en peso (M), se obtuvieron mediante cromatografia por exclusiéon de tamafo

(GPQ). El sistema utilizado estd conformado por una bomba Waters 515 con un detector
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de indice de refraccién Waters 410, fueron empleadas tres columnas Phenogel lineal de
5 pm y una pre-columna de 5 um (Phenomenex). Como solvente se utilizé cloroformo a
30 °C con una velocidad de flujo de 1 mL/min. EI volumen de inyeccion fue de 200 pL,
la calibracion se realizé con estdndares de poliestireno (PS) y se utilizaron las siguientes
constantes de Mark-Houwink: Kps = 4,9 10° mL/g y aps = 0,794 para el PS y Kpyp =

11,8 107 mL/g y apyg = 0,78 para el PHA.

4.4 RESULTADOS
4.4.1 PHA obtenido con cada técnica de extraccion

El PHA obtenido con cada técnica de extraccion estudiada se determiné en base al
porcentaje de PHA obtenido por extraccion en relacion al peso seco de células obtenidas
del volumen final de cada experiencia (en g de biomasa/L. de medio). Los resultados se
presentan en la Tabla 4.1. De estos resultados se desprende que en iguales condiciones
de crecimiento, la técnica basada en la dispersion de hipoclorito-cloroformo presenté el
menor porcentaje de polimero extraido (menor a 3 %) en comparacion con la técnica en
la que se obtuvo el maximo porcentaje de PHA extraido y que emplea hipoclorito y
cloroformo en etapas separadas (en la que el PHA obtenido fue cercano a 7 %). Por lo
que se selecciond esta ultima técnica y se modificaron algunos pasos para mejorar la
extracciéon de PHAs. A partir de esta técnica modificada (CHCl3-NaClO)peq. €l PHA
obtenido fue mayor al obtenido con la técnica original, lograndose cerca de 11% de

PHA extraido (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Extraccion de PHA con las distintas técnicas estudiadas

Biomasa (g/LL) PHA (g/LL) PHA (%)

CHCIl;-Sohxlet 2,9759+0,0581  0,15+0,02* 5,06
CHCI3-NaClIO 3,0733 £0,0329  0,21+0,03" 6,83
Dispersién 3,0067 £0,0615  0,08+0,01" 2,55

CHCI3-NaClO . 2,8895 +0,0388  0,31+0,02° 10,73

a, b y c: diferencias significativas entre las medias (p < 0,05)

4.4.2 Caracterizacion
4.4.2.1 Espectroscopia de FTIR

Mediante la técnica de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier se
estudiaron las vibraciones de los enlaces presentes en las moléculas de los PHAs
obtenidos a partir B. megaterium BBST4 empleando glicerol, almidén y melaza de
cafa de azicar como fuentes de carbono. Los enlaces quimicos de cada biopolimero
fueron identificados en base a sus bandas caracteristicas. Esta técnica de caracterizacion
s6lo fue empleada para confirmar la produccién de PHAs debido a que mediante FTIR
no es posible identificar los diferentes mondmeros dada la similitud entre los grupos
quimicos que los componen (Lépez Jiménez, 2011). Los espectros FTIR de los PHAs
extraidos se presentan en la Figura 4.1. Los mismos corresponden a los PHAs
producidos tras 24 h de cultivo a 30 °C y 150 rpm. Puede observarse que los espectros
FTIR para las tres muestras tienen varias similitudes y ciertas diferencias con el
espectro de un PHB puro (PHB Industrial, Brasil). Del mismo modo, los espectros de
estos PHAs presentan grandes similitudes con los PHAs obtenido por varios autores con
distintas cepas de Bacillus (Valappil y col., 2007; Vishnuvardhan Reddy y col., 2009;
Dominguez-Diaz y col.,, 2015). Las sefiales de estiramiento correspondientes al
carbonilo del grupo éster de los PHAs pueden observarse tipicamente entre 1750 y 1720

cm’! (Kansiz, 2000; Shahid y col., 2013). Esta sefial se presenta en 1722 cm’! en el PHB
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homopolimero, de forma similar a lo observado en el PHB puro producido por la cepa
Ralstonia eutropha PHB™4 (Luo y col., 2006), mientras que se ubica entre 1723 y 1724
cm” en las tres muestras de PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4. Otras
bandas caracteristicas de los PHAs se ubican entre 1450 y 1000 cm’ y corresponden a
deformaciones de los grupos metilo (CH3) y metileno (CH,), asi como a estiramientos
del grupo CO (Kansiz, 2000). En las tres muestras de PHAs obtenidas en este trabajo se
puede observar entre 1453 y 1456 cm™ la banda correspondiente a la deformacién
asimétrica del enlace C—H de los grupos CH; que en el PHB puro se ubica entre 1452 y
1453 cm™. La banda alrededor de 1380 cm™ estd relacionada con los movimientos de
deformacion simétricos de los grupos CHs y se observa en las tres muestras de PHA y
en la del PHB puro. Del mismo modo pueden ubicarse la banda correspondiente a las
conformaciones de cadenas helicoidales del PHB alrededor de 1230 cm™ y la banda
caracteristica de la vibracién simétrica del grupo C—O-C alrededor de 1133 cem™ (Xu y
col., 2002) en las 4 muestras (Figura 4.1), mientras que la banda caracteristicas de la
vibracién asimétrica del grupo C—O—C se ubica entre1184 y 1186 cm™ en los espectros
de los PHAs, pero se observa en 1181 cm’ para el PHB puro. Las bandas restantes
caracteristicas de los PHAs que corresponden a la vibracion del enlace C—O del grupo
éster se pueden observar bien definidas entre 1000 y 1300 cm™. La banda originada por
los H correspondientes a los grupos OH terminales se observa en 3436 cm™ en los
espectros de los PHAs, mientras que se observa en 3434 cm™ en el espectro del PHB
puro.

En la Tabla 4.2 se presentan los Cls determinados para los tres PHAs producidos
por la cepa B. megaterium BBST4 a partir de FTIR. Se puede observar que para los tres

PHA obtenidos los CIs son menores al correspondiente al PHB comercial, mientras que
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el CI del PHB comercial fue muy similar a los determinados por Xu y col. (2002) y Luo
y col. (2006).

En base a los CI;, el PHA que menor porcentaje de comondmeros diferentes al 3-
hidroxibutirato (HB) deberia presentar es el PHAg mientras que el PHAy deberia tener
el mayor porcentaje de comonémeros. Sin embargo los resultados serian diferentes si se
utiliza el CI o el CI,, ya que el PHA que menor porcentaje de comonémenos diferentes
al 3-hidroxibutirato (HB) deberia tener es el PHA\ mientras que el PHA deberia tener

el mayor porcentaje de dichos comonémenos.

PHA,,

PHB

3500 3000 2500 2000 1500 1000
v (cm?)
Figura 4.1. Espectros FTIR del PHB comercial y los PHAs producidos por la cepa
B.megaterium BBST4 a partir de distintas fuentes de carbono. PHAg: PHA empleando glicerol,

PHA,: PHA empleando almidén, PHAy: PHA empleando melaza de cafia de azicar y PHB:

PHB comercial.
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Tabla 4.2. Indices de cristalinidad (CIs) determinados para el PHB comercial y los tres PHAs

producidos por la cepa B.megaterium BBST4 a partir de FTIR y DSC.

Altura de pico

Muestra Cl CI; CI,
1453 cm™ 1382 cm” 1230 cm™ 1185 cm

PHB 0,21 0,49 0,52 0,25 1,96 2,51 0,83

PHA, 0,14 0,32 0,24 0,28 1,15 1,70 0,50

PHAy 0,30 0,55 0,39 0,40 1,38 1,30 0,75

PHAg 0,08 0,20 0,18 0,18 1,09 2,14 0,46

PHB: PHB comercial, PHA ,: PHA producido a partir de almidén como fuente de carbono,
PHA);: PHA producido a partir de melaza de cafia de azicar como fuente de carbono,
PHAg: PHA producido a partir de glicerol como fuente de carbono. CI: Indice de
cristalinidad definido por Bloembergen y col. (1986), CI;: Indice de cristalinidad definido
por Xu y col. (2002), C,: Indice de cristalinidad definido por Luo y col. (2006).

4.4.2.2 Estructura molecular ( IH-NMR, BC.NMR y HSQC)
Los espectros de 'H-NMR de los PHAs producido por la cepa B. megaterium

BBST4 se presentan en las Figuras 4.2.A y 4.2.B.

]

i PHA ’)UV /\ |
______,f \\ ) F _m_rf,*_,j T \%_,m_-‘-/ N L\__ i

r* |

1 PHA, Il .‘”f |

F1 (ppm)

Figura 4.2.A. Espectro '"H-NMR. (=) PHA empleando melaza de cafia de azidcar, (—) PHA

empleando glicerol y (—) PHA empleando almidén.
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Figura 4.2.B. Espectro 'H-NMR del PHA 5.

Los tres espectros 'H-NMR parecen presentar bandas muy similares, aunque el
espectro del PHAy presenta menos resolucion en los picos obtenidos. De todas
maneras, de la Figura 4.2.A se desprende que los espectros de los tres PHAs presentan
altas similitudes y que probablemente las diferencias observadas se deben a la cantidad
de muestra utilizada o a la cantidad de escaneos realizados. En base al 'H-NMR se
determind que los dobletes y multipletes entre 0,83 y 0,88, 1,1y 1,4, 2,03y 2,34, 4,08 y
4,10 ppm, corresponden a los hidrégenos de los grupos CHj3;, CH, y CH, tipicos de
poli(hidroxialcanoato)s de cadena media (mcl-PHA). El doblete presente entre 2,29 y
2,63 ppm y el multiplete cuya sefial se encuentra entre 5 y 5,3, pertenecen a los grupos
metileno (CH,) y metino (CH), respectivamente, y tipicamente corresponden al
hidroxibutirato (HB) (Kulpreecha y col., 2009). Los picos que presumiblemente
corresponden a hidrégenos de los grupos CH, y CHj3 de hidroxialcanoatos (HA) e

hidroxibutirato (HB), respectivamente, podrian solaparse en 1,25 y 1.29 ppm.
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En las Figuras 4.3.A y 4.3.B, correspondientes a espectros de BC-NMR, los picos
presentes en 14, 22,6 a 40,8, 67,3 a 71,8 y 169,2 ppm corresponden a los carbonos de
los grupos CHs;, CH,, CH y C=0, respectivamente, y se corresponden con las
estructuras del 3HV y HAs de cadena media (mcl-PHA) observadas en el espectro 'H-

NMR.

PHA

PHA

el

PHA

k |

il S iy S |

. e e -y
175 170 165 85 80 75 70 65 60 55 5o a5
F1 (ppre)

Figura 4.3.A. Espectro "C-NMR. (—) PHA empleando melaza de cafia de aziicar, (—) PHA

empleando glicerol y (=) PHA empleando almidén.

Por otra parte, los picos observados en 19,8, 40,8, 67,6 y 169,1 ppm,
corresponden a los carbonos de los grupos CHs, CH,, CH y C=0, respectivamente, del
hidroxibutirato (HB). La composiciéon de los biopolimeros obtenidos se determind
utilizando los datos de integracion de las dreas del espectro "H-NMR, toméndose como
referencia el espectro del PHA,, que presenté la mejor resolucién. Por medio de esta
integracién se establecié que el PHA producido por la cepa B. megaterium BBST4
estaria compuesto por 3HB (~ 89,3 mol%) y un porcentaje de mondémeros de 3HV (~
5,6 mol%) e hidroxialcanoatos de cadena de longitud media (mcl-HA, por sus siglas en

inglés) (~ 5,2 mol%).
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Figura 4.3.B. Espectro "C-NMR del PHA.

Para confirmar las asignaciones de los desplazamientos quimicos, se empled
HSQC (Figura 4.4). Las asignaciones de pico cruzadas observadas en este espectro se
presentan en la Tabla 4.3. Las asignaciones observadas entre 0,90 ppm y 14,2 ppm, y
entre 1,53 ppm y 26,7 ppm, pueden ser atribuidas a las sefiales de la cadena lateral de
3HV conformada por los grupos CH3; y CH,, respectivamente. Las otras asignaciones de
pico cruzadas pueden atribuirse a los grupos CH,; de mondémeros de mcl-HA,
probablemente con extension interna de cadena (es decir, 6HHX, 7-hidroxiheptanoato,
entre otros), a excepcion de la sefial en 27,5 ppm y 2,06 ppm, que podrian dar una
indicacion de la presencia de grupos CH; de mcl-HA de cadena lateral extendida o de

4HB (Shahid y col., 2013).
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Figura 4.4. Espectro HSQC del PHAG.

Los picos de protones en 4,15 a 4,29 ppm pueden estar relacionados con la sefial
entre 61,8 y 62,5 ppm en el espectro de carbono (Figura 4.4). Estos picos
probablemente muestren sefiales de hidrégeno de los grupos CH, de glicerol (dos
dobletes dobles), generados por la esterificacion terminal de la cadena de PHA con los
grupos hidroxilo del glicerol (Figuras 4.2.B y 4.4), que produce un PHA protegido

terminalmente (GEC, por sus siglas en inglés) (Kulpreecha y col., 2009).
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Tabla 4.3. Asignaciones cruzadas de pico para el PHA producido por la cepa Bacillus

megaterium BBST4 a pH inicial de 8 y 48 h de incubacién.

Grupof

& (ppm)

BC.NMR

'H-NMR

(CO0), 510 169.2-169.1

(CH)3;
(CH,)16
(CH,)s
(CHZ)ll
(CH2)12
(CHz)1o
((CHy) ),
(CH2)14
(CH2)15
(CHZ)lG
(CH3),
(CH3)s

66.4-68.6
48.9-41.9
26.7
34.2
24.9
27.5
29.2-31.9
26.1
27.7
65.1
18.6-21.8
14.2

5.24-5.30
2.45-2.67
1.53
2.34
1.63
2.06
1.27-1.31
1.42
1.61
4.18
1.35-1.23
0.90

*los ndimeros de grupo siguen las asignaciones que se muestran en las figuras 4.3.A y

4.4.

: para el 4HB o mcl-HA con extensién de lateral de la cadena

4.4.2.3 Propiedades térmicas (DSC)

En la Figura 4.5 se presentan los termogramas correspondientes al segundo

calentamiento para el PHA producido por la cepa B. megaterium BBST4 a partir de las

tres fuentes de carbono utilizadas y para el PHB homopolimero. El valor de temperatura

de fusién (T,,) obtenido para los tres PHAs fue observado en torno a 153 °C, siendo

levemente superior para el PHA obtenido a partir de almidén como fuente de carbono

(155,9 °C). En todos los casos son menores al Ty, obtenido para el PHB homopolimero

producido por la misma cepa utilizando glucosa como unica fuente de carbono (T, =

170,6 °C, Lopez Jiménez, 2011). Ademads, en los tres PHAs obtenidos se observa un

segundo pico de fusién a menores temperaturas (alrededor de 132 °C) siendo este pico

levemente superior para el PHA obtenido a partir de almidén como fuente de carbono

129



Capitulo 4

(135,2 °C). La temperatura de cristalizacion se observé en torno a los 60 °C para los tres
PHAs.

El indice de cristalinidad de los biopolimeros obtenidos se calculé segin la
relacion entre la entalpia de fusién de cada PHA y la entalpia de fusién de un cristal
perfecto de PHB (149,37 J/g, Barham y col., 1984), y se compararon con los ICs

determinados por FTIR (Tabla 4.5).

PHB

50 100 150
Temperatura (2 C)

Figura 4.5. Termogramas correspondientes al segundo calentamiento de los PHAs producidos
por la cepa B. megaterium BBST4. Lineas: (=) PHA empleando almidén, (==) PHA empleando

melaza de cafia de azicar y (==) PHA empleando glicerol y (==) PHB comercial.

Se puede observar que los indices de cristalinidad de los PHAs fueron muy
similares y menores que el ICpsc del PHB producido con la misma cepa utilizando

glucosa como tnica fuente de carbono (ICpsc = 0,62; Lépez Jiménez, 2011).
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Tabla 4.4. Propiedades térmicas de los PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4

asi como de un PHB homopolimero obtenidas por DSC.

Muestra Ty, (°C) AH, (J/g) ICpsc

PHB* 170,60 91,83 0,62
PHAM 153,49 55,25 0,37
PHA, 155,85 56,58 0,38
PHAg 153,52 54,54 0,37

*PHB producido por la misma cepa empleando glucosa como fuente de carbono (Lépez
Jiménez, 2011), PHAA: PHA producido a partir de almidén como fuente de carbono, PHAy:
PHA producido a partir de melaza de cafia de azicar como fuente de carbono, PHA5: PHA
producido a partir de glicerol como fuente de carbono, Tm: temperatura de fusién, AHm:
entalpia de fusion, ICpgc: indice de cristalinidad determinado por DSC.

4.4.2.4 Masas moleculares (GPC)

Debido a algunos problemas relacionados con el equipamiento, solamente fue
analizado el PHA obtenido con el medio SWG (3% de glicerol y 0,08 % de urea). La
masa molar promedio en ndmero (M,) fue de 15.800 g/mol y la masa molar promedio
en peso (My) fue de 29.700 g/mol, por lo tanto el indice de polidispersidad (M,/M,)
obtenido fue de 1,88. El PHA extraido present6 valores de M, y M, relativamente bajos
si se comparan con un PHB homopolimero reportado en la literatura cuyo M, estd en el

intervalo de 1,0 a 3,0 10° g/mol (Valentin y col., 1997; Luo y col., 2006).

4.5  DISCUSION
4.5.1 Técnicas de extraccion

En este trabajo se introdujeron algunas modificaciones a las técnicas descriptas
por Manna y col. (1999) y Valappil y col. (2007). La concentracion de PHA obtenida
utilizando la técnica modificada fue mayor a la obtenida con las otras técnicas

propuestas, por lo que fue empleada para todas las extracciones en las experiencias
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realizadas (Capitulos 2, 3 y 5) lograndose porcentajes de PHA extraido de hasta el 30%
(en relacion al peso liofilizado de las células, en g/l de medio) en medio SWG con

extracto de levadura en muy bajas concentraciones (Capitulo 2).

4.5.2 Espectroscopia de FTIR

En relacion al espectro obtenido para el PHB comercial, la absorbancia de la
banda cristalina en 1230 cm™ muestra una menor altura en los espectros de los PHAs
con respecto a la altura de la banda amorfa en 1185 cm’™. Esto mismo fue observado por
Luo y col. (2006) con el aumento de hidroxioctanoato (HO) en el biopolimero
producido por la cepa R. eutropha PHB4 a partir de octanoato y gluconato como
fuentes de carbono y energia. Por esto, la disminucién de los Cls de los PHAs en
comparacién con el CI del PHB comercial es un indicativo de la presencia de otros
mondmeros diferentes al 3-hidroxibutirato en la estructura de los PHAs. En
comparacion con los Cls determinados por Xu y col. (2002) y Luo y col. (2006) para el
PHB puro y otros PHAs, los valores de Cls para los PHAs producidos por B.
megaterium BBST4 se encuentran en un rango de CI intermedio, por lo que el
contenido de hidroxialcanoatos de cadena corta o media en los biopolimeros deberian
ser menores a los minimos porcentajes reportados por estos autores. Los trabajos citados
analizan copolimeros con relaciones de hidroxialcanoatos (HA) a hidroxibutirato (HB)
(HA:HB) superiores a 0,08. Teniendo en cuenta este valor, el alto CI observado para los
PHAs producidos por la cepa B. megaterium BBST4 pueden deberse a tasas bajas de

HA:HB (de alrededor de 0,04).
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4.5.3 Resonancia Magnética Nuclear (‘"H-NMR y BC-NMR)

En base a los espectros de 'H-NMR, y en acuerdo con otras técnicas de
caracterizacion empleadas, los biopolimeros producido por B. megaterium BBST4
empleando distintas fuentes de carbono estarian compuestos principalmente por HB con
un fraccién de HA (aproximadamente 4 mol%) de longitud de cadena corta o media. Un
espectro de C-NMR similar a los observados para los PHAs producidos por B.
megaterium BBST4 fue obtenido empleando Cupriavidus necator DSMZ 545 (Muestra
A) utilizando residuos de la produccién de biodiesel (L.épez Jimenez, 2011). Este autor
determiné que el PHA producido por C. necator DSMZ 545 (Muestra A) correspondia a
P(3-HB-co-3HV) en coincidencia con los valores reportados para este copolimero por
Kamiya y col. (1989), aunque la fraccion estimada por Lopez Jimenez (2011) fue de un
12 mol% de 3HV. Es importante destacar que un PHA con un contenido de HB de
aproximadamente 94 mol% tendra propiedades mecdnicas similares al polietileno de
baja densidad (LDPE) (Luo y col., 2006).

Zhu y col. (2009) propusieron que el glicerol puede esterificarse con el PHB
produciendo una finalizacién temprana de la cadena y generando asi polimeros de
cadena mds corta. Esta esterificacién se puede observar en el espectro '"H-NMR de un
PHA por la presencia en el polimero de hidrégenos del glicerol, mostrando picos
distintivos en la regién comprendida entre 3,6 y 4,2 ppm. Los picos observados
alrededor de esta zona aparecen muy acentuados y se observan en los espectros 'H-
NMR de las tres muestras de PHA producidos por la cepa a partir de tres fuentes de
carbono distintas, dos de las cuales no contienen ningtin aporte de glicerol. De todas
maneras, contemplando esta alternativa, se determinaron las tasas entre las dreas del
pico entre 4,08 y 4,10 y un pico de referencia del PHB (en este caso se empled

especificamente el pico del grupo metileno entre 5 y 5,3 ppm) de los tres PHAs. Los
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valores obtenidos para esta tasa fueron muy similares para los 3 PHAs
(aproximadamente 1,33). Esto indica que la presencia de estos picos no deberia
corresponder especificamente a la esterificacion con glicerol terminal, inclusive para el
PHAgG, sino probablemente a la presencia de otro tipo de monémero de HA en el
polimero.

El espectro de RMN de protén del PHA producido por B. megaterium BBST4,
presenta picos caracteristicos similares a los observados para el PHA producido por la
cepa Bacillus cereus UWS85 (Labuzek y Radecka, 2001) y por Bacillus megaterium
DSM 509 (Shahid y col., 2013) empleando B-caprolactona y glicerol como fuentes de
carbono, respectivamente. Por otro lado se realizaron andlisis de verificacién de la
correlacion entre los espectros obtenidos y espectros simulados de moléculas de PHA
propuestas, variando secuencialmente los carbonos de los grupos R (2 a 16 C) en
posiciones externas e internas de las moléculas de PHA simuladas. Se observd en
general una alta coincidencia (81 %) entre los espectros de los PHA y una molécula
simulada de PHA compuesta por HB y monémeros de HV e HA de 14 carbonos, con
una pureza del 97,8 % en la representacion de este compuesto en el espectro y sin

inconsistencias en el analisis.

4.5.4 Propiedades térmicas (DSC)

Los valores de temperatura de fusién (T,) para los PHAs producidos por B.
megaterium BBST4 fueron en los tres casos inferiores a los valores reportados en la
literatura para el PHB, 173 a 176 °C (Hahn y col., 1995) y menores al Ty, obtenido para
un PHB homopolimero producido por la misma cepa utilizando glucosa como unica
fuente de carbono (Ty,=170,6 °C; Lopez Jiménez, 2011). Los Ty, obtenidos fueron

similares a los del PHA producido por la cepa C. necator DSMZ (T, = 155 °C)
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empleando residuos de la produccién de biodiesel (Lopez Jimenez, 2011) y al del PHA
producido por Ralstonia eutropha PHB-4 recombinante con 93,4% en moles de HB y
6,6% en moles de HA con 6 a 12 atomos de carbono (T, = 154 °C) (Shen y col., 2011).
En este sentido, el segundo pico de fusién observado, a temperaturas mas bajas, podria
atribuirse a la presencia de comondmeros en el polimero, aunque también puede deberse
a cristales imperfectos. La temperatura de cristalizacion observada para los tres PHAs
fue intermedia a la observada para un copolimero y una mezcla de PHB vy
polihidroxihexanoato (PHHx) (69,1 °C y 58,6 °C, respectivamente) obtenido con la
cepa Pseudomonas putida KT2442 (Tripathi y col., 2012). También fue intermedia a la
de los co-polimeros de PHA producidos por C. necator DSMZ 545 (72,61 °C y 44,11
°C) empleando residuos de la produccién de biodiesel (Lopez Jimenez, 2011). Estos
datos son relevantes debido a que una disminucién en la temperatura de fusién aumenta
la procesabilidad de los biopolimeros minimizando su degradaciéon. El indice de
cristalinidad de los PHAs obtenidos en este trabajo se corresponde con valores de ICpgc
de copolimeros conteniendo porcentajes de HA de cadena corta o media menores a 7,6
% segun lo determinado para los PHAs obtenidos por Luo y col (2006). Por otra parte,
una disminucion en el grado de cristalinidad aumenta la velocidad de degradacién ya
que las regiones amorfas se degradan mds rdpidamente que las regiones cristalinas
(Valappil y col., 2007), esto facilitaria de manera considerable la utilizacién de estos
biopolimeros en aplicaciones biomédicas como la ingenieria de tejidos, entre otras
(L6pez Jiménez, 2011).

Los resultados obtenidos a partir de DSC mostraron que tanto la temperatura
como la entalpia de fusién varian con el contenido de 3HB en la estructura del PHA.
Por lo que una disminucion en el porcentaje de HB o un aumento en el porcentaje de

HA en el polimero genera una disminucién en dichos valores. Ademas, algunos autores
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han demostrado que si los mondmeros que se incorporan en la estructura del PHA son
HA de cadena media o larga se verdn modificadas considerablemente las propiedades
del PHA, obteniéndose biopolimeros con propiedades especificas para ciertas

aplicaciones biomedicas (Lenz y Marchessault, 2005; Nobes y col., 1998).

4.5.5 Masas moleculares (GPC)

El PHAg extraido presentd valores de M, y M, relativamente bajos, si son
comparados con los del PHB obtenido de la cepa R. eutropha PHB4 cultivada en un
medio con gluconato como tunica fuente de carbono, (M, = 1.345.000 g/mol y My, =
1.625.000 g/mol; Luo y col., 2006). Segin algunos autores estos valores de M, y My,
probablemente estén relacionados a las condiciones y tiempos especificos de cultivo
(Kusaka y col., 1997; Madison y Huisman, 1999). Por otro lado, los valores de M, y M,,
obtenidos en el presente trabajo son similares a los reportados para el PHA producido
por la cepa R. eutropha PHB-4 con 80,2% de HB y 19,8% de HA (Shen y col., 2011).
El indice de polidispersion (My/M,) obtenido en este trabajo (1,88) es comparable con
los reportados para PHAs sintetizados por diferentes Bacillus spp. utilizando diversas
fuentes de carbono (Tajima y col., 2003; Valappil y col., 2007). También es comparable
con el PHA obtenido a partir de R. eutropha PHB-4 con distintas concentraciones de

HA en el polimero de PHA (Shen y col., 2011).

4.6 CONCLUSIONES

Se logré poner a punto una técnica de extraccion de PHAs con la que se obtuvo
una mayor eficiencia que la obtenida con las tres técnicas inicialmente implementadas
para tal fin. Esta técnica fue utilizada con éxito en todas las experiencias realizadas para

esta tesis.
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Los resultados de caracterizacion mostraron que el PHA producido por B.
megaterium BBST4 cuando crece en un medio basal salino minimo con glicerol,
almiddn o melaza de cafia de azicar como fuentes de carbono y urea como unica fuente
de nitrégeno presenta aproximadamente un 89,3 mol% de 3HB, un 5,6 mol% de 3HV y
un 5,2 mol% de mondémeros de mcl-HA, probablemente con extension interna de la
cadena. En base a la informacion recabada de la bibliografia se puede concluir que en
esta tesis se presenta el primer reporte sobre la produccién de copolimeros de PHA

empleando una cepa de Bacillus spp. a partir de distintas fuentes de carbono renovables.
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CAPITULO 5. Determinacién del PHA extraible a partir de células

liofilizadas mediante FTIR y herramientas estadisticas

5.1 INTRODUCCION
5.1.1 Técnicas para la determinacion de la producciéon celular de PHAs:
Determinacion directa por extraccion quimica y determinacion indirecta.

Aunque los PHAs son producidos a nivel industrial, una de las principales
limitaciones de su uso generalizado es su costo de produccién. Por esta razén, la
optimizaciéon de la producciéon de PHAs es un tema de abordaje necesario para
contribuir a reducir costos y maximizar la productividad de los procesos actuales. Para
ayudar en el desarrollo de procesos de fermentacion mads eficientes y para monitorear la
produccion, se requiere una rapida retroalimentacion sobre el estado de la fermentacion
en términos del contenido de PHA en las células (Kansiz y col., 2000). Para determinar
el contenido de PHA en la biomasa celular han sido desarrollados diferentes métodos:
1) extraccidén quimica, en particular utilizando cloroformo u otros disolventes organicos
para obtener el PHA extraible de las células (Valappil y col., 2007; Heinrich y col.,
2012; Ibrahim y Steinbiichel, 2009) o 2) mediciones indirectas, las que indican la
concentracion de PHA intracelular, tales como cromatografia gaseosa, entre otras
(Kansiz y col., 2000; Braunegg y col., 1978; Arcos-Hernandez y col., 2010; Jarute y
col., 2004). Sin embargo, para obtener informaciéon sobre el rendimiento real del
proceso, se requiere la determinacién del PHA extraible, que sdlo puede llevarse a cabo
a través de técnicas de extraccion quimica. Por otro lado, las técnicas de extraccion
requieren un proceso largo y complicado de preparacién de muestra, tales como
liofilizacidn, lisis celular, extraccion y purificacidn. Por lo que ademads de su dificultad

intrinseca, no es posible la obtencién de resultados en tiempo real, lo que las hace poco
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utiles en la toma de decisiones rdpidas para la evaluacion de cepas productoras, asi
como de las diferentes condiciones operativas (Jarute y col., 2004). La falta de un
método econdémico, rapido y fiable para cuantificar PHAs en sistemas de cultivo es un

gran obstaculo para lograr el control en linea y la optimizacién.

5.1.2 Determinacion indirecta de la concentracion de PHA por FTIR y métodos
estadisticos.

La espectroscopia infrarroja por medio de la Transformada de Fourier (FTIR) es
una técnica analitica empleada comtinmente para estudiar estructuras moleculares pero
también puede aplicarse a una gran coleccion de células microbianas intactas, captando
en los espectros resultantes la composicion bioquimica completa de la muestra
(Naumann y col., 1991), lo que permite tomar una instantdnea de la situacion
metabdlica de la célula a nivel quimico. El potencial del FTIR en la identificacién de
microorganismos estd bien documentado (Wenning y Scherer, 2013). Por lo tanto, con
esta técnica se puede proporcionar un andlisis quimico completo, ttil para resolver una
amplia gama de problemas analiticos a través de espectros de muestras gaseosas,
liquidas o sélidas.

La informacion molecular especifica en la regidn espectral del infrarrojo medio
(MID-FTIR) se puede utilizar para diferentes propdsitos. Esta informacién permite la
identificacion rdpida de las sustancias puras y la determinacion cuantitativa de varios
analitos en matrices complejas (Jarute y col., 2004). Dado que los espectros de FTIR se
pueden considerar como el perfil quimico de una muestra, pueden ser usados para
predecir la concentracién de un analito dado (por ejemplo, PHA). Schuster y col. (1999)
han utilizado la espectroscopia FTIR para el seguimiento del estado fisiologico de las

células bacterianas como un método indirecto para la determinacién de la etapa de
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fermentacién. Por otro lado, Salman y col. (2002) han utilizado FTIR con el fin de
obtener informacién cuantitativa sobre el estado fisiolégico del organismo. Otra
caracteristica atractiva de la espectrometria infrarroja es el hecho de ser una técnica no
destructiva, que requiere pasos minimos de preparaciéon de la muestra, una pequefia
cantidad (0,4 a 1 mg) y una minima manipulaciéon de la muestra, siendo también una
técnica rapida (tiempo de procesamiento ~ 30 min) que no requiere el uso de solventes
(Schmitt y col., 2002).

Se pueden observar las variaciones en las bandas de los espectros en diferentes
etapas del crecimiento de una cepa dada, correspondientes a los principales
constituyentes celulares tales como proteinas, lipidos, polisacéridos, dcidos nucleicos y
PHA (Kansiz y col., 2000; Dean y col., 2010; Naumann, 2000). Por otra parte, la
espectroscopia infrarroja ha sido utilizada para la deteccién (Helm y Naumann, 1995;
Hong y col., 1999; Misra y col., 2000) y la cuantificacién (Kansiz y col., 2000; Jarute y
col., 2004; Arcos-Hernandez y col., 2010) de PHA dentro de las células bacterianas
intactas tomadas del cultivo. Sin embargo, las cuantificaciones por IR empleadas se
basan en metodologias que utilizan accesorios FTIR mds caros y menos comunes, como
ATR (Jarute y col., 2004; Arcos-Hernandez y col., 2010), o transmitancia sobre
peliculas de células con microscopia IR (Kansiz y col., 2000), en lugar de utilizar una
metodologia cldsica y de bajo costo, como la transmitancia empleando pastillas de KBr
(Smith, 2011).

La mayoria de los andlisis espectroscopicos cuantitativos, requieren el uso de
andlisis estadisticos multivariados o quimiometria (Sivakesava y col.,, 2001). Los
trabajos de cuantificacion existentes fueron desarrollados utilizando muestras de células
enteras como material estandar para la calibracion (Kansiz y col., 2000; Jarute y col.,

2004; Arcos-Hernandez y col., 2010), como una interesante alternativa al uso directo de
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PHA puro; dado que en tdltima instancia, estos estudios se basan en la incidencia de los

picos de este material en el espectro infrarrojo de las células.

5.2 OBJETIVOS

5.2.1 Evaluar por medio de herramientas estadisticas, tales como andlisis de
componentes principales (PCA, por sus siglas en inglés), regresiéon por minimos
cuadrados parciales con una variable dependiente (PLSR1, por sus siglas en inglés) y
andlisis de regresion lineal simple (SLRA, por sus siglas en inglés), la relacion entre los
espectros FTIR de una cepa de Bacillus megaterium y el contenido de PHA extraible
presente en las células, con el fin de desarrollar una metodologia rdpida para predecir la
concentracion final de PHA utilizable.

5.2.2 Desarrollar una técnica alternativa, econémica y fiable para cuantificar el PHA
intracelular extraible por medio de FTIR empleando métodos estadisticos, utilizando un
solido pulverizable como referencia, obtenido de las células bajo investigacion, que

permita la preparacion de pastillas de KBr.

5.3 MATERIALES Y METODOS
5.3.1 Cepa, medio y tipo de cultivo utilizados (fermentaciones discontinuas o batch
y estado sélido)

La cepa bacteriana productora de PHA utilizada en este estudio fue la cepa
Bacillus megaterium BBST4 (GenBank nimero de acceso de base de datos:
HM119600.1).

Los medios de cultivo utilizados fueron los siguientes (Anexo B): SW: solucién
de Winogradsky (Pochon y Tardieu, 1962) a pH 8; SWG: soluciéon de Winogradsky con

1 g/L. de urea como fuente de nitrégeno y 30 g/L de glicerol como tnica fuente de
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carbono y energia y SWGA: SWG con 1,2 % de agar-agar ultra puro para las

fermentaciones en estado sélido (FES).

5.3.2 Métodos de cultivo
5.3.2.1 Fermentaciones discontinuas o batch

Un primer grupo de cultivos, designado como SWGI, se llevé a cabo en
Erlenmeyer de 250 mL que contenian 100 mL de medio de cultivo SWG estéril. El
in6culo se obtuvo de un cultivo de 48 h de B. megaterium en SWGA a 30 °C. Las
colonias aisladas se suspendieron en agua destilada. La absorbancia de la suspension se
ajusté en 0,2 a 550 nm (DO550) (correspondiente a 108 células/mL). A continuacién, 1
mL de esta suspension celular se inocul en 100 mL SWG. La incubacién se realiz6 en
un bafio termostatizado (Gerhardt SW 20, Dinamarca) a 30 °C y 150 rpm. Los cultivos
se realizaron por triplicado. A las 18, 30 y 48 h de incubacién, se retiraron tres
Erlenmeyers de la incubadora (designados SWG1A-18, SWG1A-30 y SWG1A-48) y la
biomasa se recogi6 a partir de todo el volumen por centrifugacién a 6.000 g durante 15
min en una centrifuga ALC-Multispeed PK131 (Thermo Electron Corporation, Francia).
El pellet de biomasa obtenido se lavo dos veces con agua destilada, luego se suspendid
en 10 mL de agua destilada, se congel6 a -70 °C y se liofilizé (RIFICOR LA-B3-C, con
una bomba de vacio WELCH 1402). Por ultimo, se determiné el peso de células
liofilizadas. El noventa por ciento (p/p) de las células liofilizadas se utilizé para la
extraccion de PHA, y el 10 % restante se utiliz6 para obtener los espectros FTIR de las
células liofilizadas. Aunque la cepa y las condiciones experimentales fueron las mismas,
se debe considerar que este es un proceso bioldgico, por lo tanto, pequefios cambios, ya
sea en el equipo o en el in6culo podrian producir ligeras variaciones en los resultados.

Por lo tanto, con el fin de incluir estas variaciones y para obtener resultados mads
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representativos, se realizaron dos repeticiones de la experiencia SWGI1 (designadas
SWGIB y SWGIC). Otro grupo de cultivos batch se llevé a cabo empleando el medio
SWG con el fin de evaluar el potencial predictivo del método PLSRI1. Uno de los
cultivos (designado SWG2A) se llevé a cabo por triplicado a 30 °C, y se retiraron tres
Erlenmeyers a las 10 y 18 h (SWG2A-10 y SWG2A-18, respectivamente). Por otra
parte se llevo a cabo un cultivo a 40 °C durante 18, 30 y 48 h (designados SWG2B-18,
SWG2B-30 y SWG2B-48, respectivamente). Las caracteristicas de todos los cultivos

realizados se presentan en la Tabla S.1.

Tabla 5.1. Cultivos realizados para la calibracion, validacién y prediccion

del contenido de PHA por FTIR.

Calibracién y

Muestra Tiempo OT Medio® Validacién®, Prediccién’
(h) ) Prediccion®
SWGIA-18 18 30 liquido X
SWG1A-30 30 30 liquido X
SWGIA-48 48 30 liquido X
SWGIB-18 18 30 liquido X
SWGI1B-30 30 30 liquido X
SWG1B-48 48 30 liquido X
SWGIC-18 18 30 liquido X
SWGIC-30 30 30 liquido X
SWG1C-48 48 30 liquido X
SWG2A-10 10 30 liquido X
SWG2A-18 18 30 liquido X
SWG2B-18 18 40 liquido X
SWG2B-30 30 40 liquido X
SWG2B-48 48 40 liquido X
SWGA-25 25 30 s6lido X
SWGA-30 30 30 s6lido X
SWGA-48 48 30 sélido X

*Medios compuestos por SW, a pH 8, con 3 % de glicerol y 0,08 % de urea, "Muestras
de calibracién y validacién para Tt2 en el anélisis de PLSR1, “Muestras de prediccién
para Ttl en PLSR1 y SLRA y ‘Muestras de prediccion para Ttl y Tt2 en PLSR1
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5.3.2.2 Fermentaciones en estado sélido

La cepa B. megaterium BBST4 también se cultivé en medio sélido (SWGA) a 25,
30, y 48 h a 30 °C. Las colonias se obtuvieron de la placa por medio de dos lavados de
la superficie con agua destilada, obteniéndose una suspension de células. Esta
suspension se concentrd por centrifugacion a 6.000 g, efectuando dos lavados con agua
destilada. El s6lido se suspendid luego en 5 mL de agua destilada, se congel6 a -70 °C,
se liofiliz6 y se obtuvo el peso de células liofilizadas. El noventa por ciento (p/p) de
dichas células se utiliz6 para la extraccion de PHA, y el 10 % restante se utilizé para
obtener los espectros FTIR de las células liofilizadas intactas. Este cultivo fue

designado SWGA (Tabla 5.1).

5.3.3 Preparacion de muestras y mediciones FTIR
5.3.3.1 PHA y material de pre-extraccion (MPE) como estdndar de calibracion

La extraccion de PHA se realizé utilizando la modificacién de la técnica de
extraccion con cloroformo descripta por Manna y col. (1999) y Valappil y col. (2007),
descripta en el Capitulo 4, y el PHA asi obtenido se denominé CEPHA (PHA extraido
con cloroformo). Las células liofilizadas fueron lisadas por digestiéon quimica usando
una solucién de hipoclorito de sodio (5,5% v/v en agua) a 37 °C durante 1 h con
agitacion constante, y luego centrifugadas a 6.000 g. El sélido obtenido se lavé dos
veces con agua destilada, acetona y etanol sucesivamente. El pellet luego de los lavados
se denominé Material de Pre-Extracciéon (MPE). Parte del MPE se empled para la
preparacion de pastillas de KBr y el MPE restante se sometié a una extraccién con
cloroformo en ebullicion durante 15 minutos. Luego, el PHA se purificé por
precipitacion con hexano y se recuperd por filtracion y evaporacion del solvente. Las

muestras de MPE correspondientes a SWG1 fueron pesadas y de cada una de ellas se
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tomé un miligramo para ser utilizado en la determinacién de los espectros FTIR para las
pruebas de calibracion. El peso del biopolimero para las calibraciones se referenci6

como porcentaje de PHA en las células liofilizadas y en el MPE de SWG.

5.3.3.2 Espectros FTIR de transmision empleando pastillas de KBr

Para la preparacién de pastillas de KBr es necesario obtener un polvo fino de la
muestra a analizar. Dado que esta es una tarea dificil de conseguir con el PHA puro, se
estudio la factibilidad de usar el MPE para la preparacion de las pastillas de KBr. Los
espectros FTIR de MPE se compararon con los del PHA puro producido por la cepa, a
fin de utilizar el MPE como material estindar para la calibraciéon por FTIR. Un
miligramo de cada tipo de material (células intactas liofilizadas o MPE) se mezcl6
completamente con 99 mg de KBr de grado espectroscdpico, utilizando un mortero y
una maja de dgata. Las mezclas asi obtenidas se emplearon para preparar las pastillas de
KBr por medio del empleo de una prensa mecdnica (6 Ton de presion durante 10
minutos). Antes de las mediciones, las pastillas se secaron a 100 °C durante 4 h para
eliminar la humedad atmosférica (Misra y col., 2000; Smith, 2011). Se emplearon
pastillas de KBr para la adquisicién de los espectros y cuantificacion del PHA dado que
el KBr es el material transparente para infrarrojo mas utilizado, ya que proporcionan
una buena calidad de espectros (Smith, 2011). Los espectros se registraron utilizando un
espectrometro FTIR Nicolet Nexus (USA). Para cada medicién, se realizaron 100
barridos que fueron promediados en el rango de 4000 a 400 cm™ con una resolucién
espectral de 4 cm’’. Para reducir al minimo las diferencias entre los espectros debido a
los cambios en la linea de base, estas lineas de base fueron corregidas por medio del
algoritmo de correccion automdtica de la linea de base del software OMNIC, con
exclusion de las bandas de CO, (Kansiz y col., 2000). Para cada muestra, se prepararon

tres pastillas de KBr y se registraron seis espectros de diferentes zonas de cada pastilla
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de KBr para mejorar la precision y garantizar un espectro representativo de cada
muestra. En el andlisis estadistico se utiliz6 un promedio de los espectros obtenidos para
cada pastilla. Para poder realizar comparaciones se obtuvieron los espectros FTIR del
PHB puro comercial y del PHA extraido de B. megaterium en ventanas de NaCl, a partir

de la evaporacion de soluciones de los biopolimeros en cloroformo.

5.3.4 Herramientas de analisis estadistico

Los andlisis estadisticos se realizaron con el programa R, un lenguaje y entorno
para el célculo estadistico (R Core Team, 2015). En el Andlisis de Componentes
Principales (PCA), se determinaron las similitudes entre los espectros del MPE y el
PHA producido por la cepa con el objetivo de utilizar el MPE como material de
calibracion. Para predecir el porcentaje de PHA extraible en muestras de células
liofilizadas, se utilizaron la regresiéon por minimos cuadrados parciales (PLSR1) y el
andlisis de regresion lineal simple (SLRA).

Se realizé un andlisis estadistico de los espectros incluido la deteccién de posibles
valores atipicos (outliers). Para descartar estos valores atipicos se calcularon las elipses
(Hotelling T con un 95 % de confianza) y los residuos, para evaluar las distancias de
las muestras en el espacio del modelo y en el espacio de los residuos, respectivamente
(es decir, la medicién de la variacion dentro del modelo y la variacién fuera del modelo
para cada muestra). Ademds, los grificos de Leverage y los residuos studentizados
ayudaron a observar la falta de ajuste de los valores de referencia con sus respectivos

espectros (Arcos-Hernandez y col., 2010).
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5.3.4.1 Analisis Multivariado

Se utilizé un andlisis multivariado, empleando PCA y PLSR1, para determinar
diferentes correlaciones. El andlisis PLSR1 se utilizo para correlacionar los espectros
FTIR obtenidos a partir de las células liofilizadas y el MPE, con el porcentaje de PHA
extraido (CEPHA). De este modo, las curvas de correlacion obtenidas pueden emplearse
para predecir el porcentaje de PHA extraible de células intactas. Para la calibracién y la
validacion se realizaron dos pruebas: prueba 1 (Ttl), donde se us6 MPE en lugar de
PHA como material estindar de calibracién, y prueba 2 (Tt2), donde se utilizaron
células liofilizadas obtenidas de las series SWG1 como material estdndar de calibracion.

Para todos los andlisis multivariados se utilizaron los espectros originales y sus
derivadas primera y segunda (obtenidas mediante algoritmos del software OMNIC). Las
derivadas pueden eliminar algunas de las contribuciones espectrales de una muestra que
no han sido mejoradas mediante la correccién de la linea de base y/o funciones de
normalizacién. Las técnicas de derivadas espectrales también pueden ser consideradas
como técnicas de mejora de pseudo-resolucion, debido a que las derivadas son capaces
de poner de relieve ligeras variaciones en las pendientes y bandas de contorno haciendo
mds comprensible la informacién espectral. Por lo tanto, las ventajas de las derivadas
espectrales se pueden combinar para reducir el nimero de factores necesarios para
obtener un minimo error cuadrdtico-medio de prediccion (RMSEP, por sus siglas en
inglés) eliminando la necesidad de factores adicionales para modelar las variaciones
espectrales que no estdn relacionadas con el analito de interés (Kansiz y col., 2000).

Se determinaron, el coeficiente de correlacion, R’, que evalda el ajuste del modelo
a los datos de calibracién, junto con dos tipos de errores: El error cuadrdtico-medio de
validacion cruzada (RMSECYV, por sus siglas en inglés) y el error cuadrdtico-medio de

prediccion (RMSEP). Se evalu6 el comportamiento de los modelos de calibracion
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utilizando la validacién cruzada por medio del método de “dejar uno afuera” (leave one
out cross-validation) (Mevik y Wehrens, 2007).

El R’ se calcula a partir de un grafico de valores medidos versus predichos,
donde los valores de R’ mds cercanos a 1 indican la mejor coherencia entre los valores
medidos y predichos. EI RMSECYV indica la capacidad predictiva del modelo con el
conjunto de calibracién y el nimero 6ptimo de factores que se utilizard, mientras que el
RMSEP evalia la respuesta del modelo de calibracién establecido frente a un conjunto

de muestras independientes utilizados como prueba (Jarute y col., 2004).

5.3.4.1.1Calibracion con muestras de MPE (TtlI)

Para determinar, por medio de PCA, si los espectros de MPE y PHA se
correlacionan se seleccionaron dos regiones en las que los mismos son similares; estas
regiones se limitaron a 700-1480 cm’ y 1710-1800 cm’ para la regién mds estrecha y
de 700-1480 cm™ y 1710-3050 cm’ para la regiéon mas amplia. El pico observado a ~
1654 cm'l, reportado como banda de amida I (Kansiz y col., 2000; Dziuba y col., 2009),
fue restado para eliminar su influencia en la correlacion de espectros. Los espectros de
MPE se compararon con los de un PHB comercial (PHB Industrial, Brasil) y con los
PHA producidos por B. megaterium empleando tres fuentes de carbono diferentes:
glicerol, almidén y melaza de cafia de azdcar (Figura 5.1). Por otro lado, dichos
espectros se compararon con los espectros de células liofilizadas de las experiencias
SWGI. Para eliminar las diferencias de peso entre estas muestras, todos los espectros
fueron normalizados (MPE, PHA, y muestras de células liofilizadas) utilizando como
referencia la banda caracteristica del PHA en 1280 cm™ (zona de estiramiento del grupo

C-0-0).
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Figura 5.1. Espectros del MPE y los PHAs, producidos por la cepa en estudio empleando
distintas fuentes se carbono. Comparacién entre espectros originales (EO), primeras (1°D) y
segundas (2°D) derivadas. Espectros: (—) MPE, (—) PHA a partir de almidén, (—) PHA a

partir de glicerol y (—) PHA a partir de melaza.

Doce muestras de MPE con diferente concentracion de PHA (0-50 %), cubriendo
el rango de produccién de PHA de la cepa, fueron utilizadas para la calibracién con
PLSR1. Luego, se obtuvo una curva de calibracién teniendo en cuenta los espectros
FTIR vy los valores reales de PHA extraido. Los espectros no fueron normalizados para

la calibracion, la validacion y la prediccion con PLSR1.

5.3.4.1.2Calibracion con muestras de células liofilizadas (Tt2)
Para obtener las curvas de calibracién con esta técnica se utilizaron los datos de
los espectros de las células liofilizadas de SWGI1. El conjunto completo de datos

utilizados en la calibracién se basd en tres experiencias con nueve repeticiones, junto
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con tres pastillas de KBr para cada réplica y de seis espectros de cada pastilla. Todos los
espectros se normalizaron, a fin de eliminar las diferencias de peso entre las muestras,
utilizando como referencia la banda caracteristica de las proteinas a ~ 1654 cm” (banda

de amida I) (Kansiz y col., 2000; Dziuba y col., 2009).

5.3.4.1.3Prediccion

Se llevaron a cabo predicciones para 3 grupos de muestras independientes
(experiencias SWG2) con contenido de PHA conocido. Por otra parte, con la calibracion
a partir de MPE se predijo el contenido de PHA de las muestras SWG1, cuyo contenido
de PHA también era conocido. En todos estos casos se calculd el error cuadrdtico
medio de prediccion (RMSEP) (Arcos-Hernandez y col., 2010) como un indicador de

precision de la prediccion.

5.3.4.2 Analisis de regresion lineal simple (SLRA)

Mediante una curva de calibracién basada en la ley de Lambert-Beer (Smith,
2011), se empled el MPE como estandar para estimar la cantidad de PHA extraible. Con
el fin de probar la prediccion de PHA extraible (CEPHA) se utilizaron en un SLRA Ia
altura de pico o el 4rea del pico de bandas caracteristicas de los espectros FTIR del PHA
producido por B. megaterium. Las curvas de calibraciéon se obtuvieron en base a
diferentes técnicas de filtrado aplicadas a los espectros originales (Naumann, 2000). Se
analizaron cuatro alturas y 4reas de las sefiales correspondientes a los picos presentes en
los espectros de los PHAs, del MPE y de las células liofilizadas (1: 1263 cm'l,
estiramiento del grupo C-O; 2: 1292 cm’, estiramiento del grupo C-O; 3: 1381 cm’,
flexién del metilo C-H (-CH3) y 4: 1725 cm’, estiramiento del grupo carbonilo del éster
(C=0)). Ademas, en el andlisis de los picos estudiados se utilizaron cuatro técnicas de
filtrado empleando algoritmos de los programas peak fit y OMNIC (T;: residuos, por

algoritmo de peak fit; T,: segunda derivada, por algoritmo de peak fit; Ti:
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deconvolucidn, por algoritmo de peak fit y T4: primera derivada por algoritmo del
OMNIC). Los métodos de filtrado eliminan las frecuencias no deseadas de las sefales a
analizar. La técnica de los residuos utiliza un filtro bdsico, donde los picos estan
determinados por la identificacién de maximos locales en un flujo de datos suavizado.
Los filtros por derivadas aumentan la resolucién de los espectros obtenidos (Dziuba y
col., 2009), y pueden considerarse como métodos de pre-procesamiento que minimizan
efectos de linea de base generales y amplifican sefiales de alta frecuencia (ruido) del IR.
Por otra parte se pueden utilizar filtros por deconvolucién para mejorar la resolucion y
al mismo tiempo reducir el ruido (Lasch, 2012).

Los valores de los coeficientes de correlacion (RZ) y errores estdndar (SE) se
calcularon como una medida del ajuste de la calibracién. La pendiente (m) se utilizd
para el andlisis de prediccién (Tabla 5.5) con el fin de definir las mejores curvas de

calibracion.

5.3.4.2.1Calibracion

Las curvas de calibracion para determinar la concentracion de PHA extraido
(CEPHA), expresado como porcentaje en relacion a la biomasa (X;), se calcularon
utilizando espectros de MPE para los cuatro picos estudiados (¥;) empleando diferentes
técnicas de filtrado, a través de la siguiente ecuacion:

Y, =mX; (1)

5.3.4.2.2Prediccion
En un paso final, las curvas de calibracién fueron utilizadas con el fin de predecir
la cantidad de PHA presente en las muestras liofilizadas de B. megaterium obtenidas a

diferentes tiempos de fermentacion (SWG1). El porcentaje de PHA de las muestras
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SWGI1 se obtuvo por extraccién con cloroformo y se aplic6 SLRA entre el PHA

predicho y el medido PHA.

5.4 RESULTADOS

El espectro IR de células liofilizadas es el resultado de la contribucién de todas las
moléculas presentes en la célula. El espectro refleja la composicion quimica global, ya
que cada compuesto quimico en la muestra hace su propia contribucién distintiva. La
estructura quimica de cada componente y su contribucién a la totalidad del espectro estd
directamente relacionada con la concentracion del componente en la muestra. Sobre esta
base es posible cuantificar diferentes analitos (Kansiz y col., 2000). Helm y Naumann
(1995) emplearon FTIR en células de Bacillus spp. pero sélo para la identificacién del
PHA en la muestra.

La Figura 5.2 muestra espectros sin normalizar representativos del PHA y el
MPE (Figura 5.2A) y de las muestras de células liofilizadas obtenidas en tres
momentos de cultivo diferentes (Figura 5.2B) de la cepa B. megaterium, en el intervalo
de 1800-800 cm™. Los 3 espectros de la Figura 5.2B corresponden a muestras del
grupo SWGI obtenidas a las 18, 30 y 48 h de cultivo en los que se puede observar el
aumento del pico en ~ 1726 cm™ (banda del grupo éster del PHA) que se corresponde
con el aumento en la concentracién de PHA extraible de las células. Las caracteristicas
espectrales complejas observadas en la Figura 5.2B son tipicas de muestras bioldgicas.
Estos espectros contienen regiones representativas de los principales componentes
celulares, tales como el PHA, las proteinas celulares (Naumann y col., 1991; Kansiz y
col., 2000) y los polisacaridos (Oust y col., 2004; Lasch, 2012), entre otros. Las
principales bandas del PHA son las correspondientes a las sefiales de estiramiento del

grupo carbonilo del éster (1750 a 1720 cm™) y las bandas entre 1450 y 1000 cm™
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correspondientes a deformaciones de los grupos metilo (CHj3) y metileno (CH,), asi

como a estiramientos del grupo CO (Kansiz y col., 2000; Shahid y col., 2013).
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Figura 5.2. Espectros FTIR con los principales picos del PHA producido por la cepa B.
megaterium BBST4. A) MPE y PHA obtenido, y B) células liofilizadas de B. megaterium

BBST4 (SWGI). Simbolos: A) (- - -) PHA y (----) MPE. B) Células liofilizadas: (—) t =18 h,
(++)t=30hy(---)t=48h.

5.4.1 Analisis estadistico para la determinacion de la produccién de PHA
Se utiliz6 el anélisis de PCA para observar la correlacién entre el PHA y el MPE,

con el fin de utilizar el MPE en lugar de PHA puro en pastillas de KBr para la
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calibracion (Ttl en PLSR1 y SLRA). Los anélisis por PLSR1 y SLRA se utilizaron para
determinar la correlacidn entre los porcentajes de PHA extraido y PHA predicho.

El PLSR1 ha sido utilizado con mayor frecuencia en muchos campos de la
quimica, como la analitica, la fisica y la clinica. Por otro lado, el control de los procesos
industriales también puede beneficiarse del uso de esta metodologia (Geladi y
Kowalski, 1986; Martens, 2001). Este método se ha disefiado para ser utilizado en
situaciones en las que hay muchas variables predictoras posiblemente correlacionadas y
relativamente pocas muestras, por lo que puede ser aplicado con éxito en las ciencias
naturales. Este tipo de andlisis son frecuentes en quimica, donde los avances desde los
afos setenta en espectroscopia han revolucionado el andlisis quimico (Martens, 2001;
Wold, 2001). Debido a su mayor robustez, el PLSR1 es una buena alternativa a los
métodos clésicos de regresion lineal multiple y regresion por componentes principales.
Los parametros del modelo no cambian significativamente cuando se incluyen nuevas
muestras de calibracion desde la poblacidn total, lo que es un indicativo de la robustez
del método (Geladi y Kowalski, 1986).

Por medio de SLRA, es posible encontrar la mejor linea recta (de regresion) entre
el porcentaje de PHA extraido y el PHA predicho, reduciendo al minimo los residuos.
La linea resultante se conoce como curva de calibrado, y su ecuacién puede ser
empleada para predecir la concentracion de muestras desconocidas (Mark y Workman,

2003).

5.4.2 PCA: Correlacion entre PHA y MPE
La comparacién de los espectros originales y sus derivadas primera y segunda
para el PHB comercial, el MPE y los PHAs producidos por B. megaterium indican la

presencia de picos similares en altura y drea. La similitud entre PHB homopolimero,
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PHAs (3 muestras) y MPE (3 muestras) se presenta en la Figura 5.3 por medio de

elipses de confianza (Hotelling T* con una confianza del 95 %).
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Figura 5.3. Separacién especial por puntuaciones (scores) de PC1 y PC2 del PCA
empleando elipses de confianza (Hotelling T* con una confianza del 95 % para todas las
muestras y 75 % para cada grupo). i) Espectros originales, ii) Derivada primera, y iii) Derivada
segunda. Simbolos: (%): MPE, (+) PHA y PHB comercial, Células liofilizadas: (0J) t= 18 h,
(O)t=30hy(A)t=48h.
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Los espectros de las muestras de células liofilizadas pueden ser agrupados
basdndose en el andlisis de PCA. Por lo tanto, en un espacio de correlaciéon de
componentes principales (PC1 y PC2), es posible observar diferentes agrupaciones
(PHA, MPE y muestras liofilizadas en diferentes tiempos de fermentacién). Los puntos
que quedan fuera de las elipses corresponden a muestras con espectros FTIR no tan
similares al resto del grupo.

El aumento en el contenido de PHA con el tiempo de cultivo observado en la
Figura 5.3 presenta buena coherencia con el aumento en la absorbancia observada en la
Figura 5.2. En concordancia con lo reportado por Kansiz y col. (2000) y Jarute y col.
(2004), cada espectro individual estd directamente relacionado con la concentracién
relativa de PHA en la muestra. Por otro lado, también es posible definir diferentes
grupos en concordancia con el anélisis de PCA, cuando estas muestras se comparan en
base a un andlisis de clister (determinado por la distancia euclidiana, con 50
iteraciones). Los grupos de puntos que se muestran en la Figura 5.3 indican una
similitud significativa entre el espectro del MPE y los espectros de los PHAs, asi como
la similitud observada entre los espectros de las muestras de células liofilizadas (SWGI)
obtenidas en tres momentos diferentes de cultivo. Las diferencias entre los espectros del
MPE y el PHA con respecto al espectro del PHB homopolimero observadas en la
Figura 5.3 para el andlisis de PCA, podrian corroborar la presencia de otros mondémeros
distintos del 3-hidroxibutirato en los PHAs producido por B. megaterium (Porras y col.,
2014 y Capitulo 4).

En base a las similitudes mencionadas se utilizé el MPE en lugar del PHA puro
para desarrollar curvas de calibrado a partir de PLSR1 (Ttl) y SLRA, para luego

predecir el PHA extraible de células intactas liofilizadas.
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5.4.3 Cuantificacion de PHA en células liofilizadas
5.4.3.1 Regresion por minimos cuadrados parciales (PLSRI). Calibracion con
muestras de MPE (Tt1) y muestras de células liofilizadas (Tt2). Predicciones

En la Tabla 5.2 se presenta un resumen que incluye los coeficientes de
correlacién (R?) entre el contenido de PHA medido y predicho, junto con el error
cuadrdtico medio de validacion cruzada (RMSECV). Después de la eliminacion de los
valores atipicos, el nimero de muestras se redujo de 81 a 78 y de 27 a 26 (Tt2). No
fueron detectados valores atipicos para Ttl. Los modelos PLSR1 presentaron
coeficientes de correlacién satisfactorios (R%). A partir del Tt1 se obtuvieron los mejores
valores (0,996, 0,997 y 0,999), mejores a los obtenidos a partir del Tt2 (0,985, 0,968 y
0,963) para los espectros originales y para la primera y segunda derivada,
respectivamente. Los errores encontrados en la validacidon cruzada fueron menores a
partir de los modelos desarrollados usando el Tt2 (0,75, 0,91 y 1,15 %) que los
obtenidos a partir del Ttl (1,43, 1,65 y 1,70 %), nuevamente para los espectros

originales y sus derivadas primera y segunda, respectivamente.

Tabla 5.2. Calibracion con muestras de MPE (Tt1) y con muestras de células liofilizadas (Tt2).

Espectros originales Primera derivada Segunda derivada

Muestra” Rango” O° N g RMSECV &2 RMSECV g RMSECV
(%) (%) (%)

MPE 1 - 12 0,996 1,43 (1)° 0,996 1,69 (2) 0,999 1,70 (4)
MPE 2 - 12 0,995 1,46 (1) 0,997 1,65 (2) 0,999 1,82 (4)
SWG1 3 3 81 0,985 0,759 0,968 0,91 (6) 0,957 1,16 (6)
SWG1 4 3 81 0,983 0,80 (9) 0,965 0,94 (6) 0,963 1,15 (6)
SWGI1 3 1 27 0,981 1,63 (7) 0,873 1,71 (1) 0,841 1,99 (1)
SWGI1 4 1 27 0,886 2,05 (6) 0,873 1,71 (1) 0,842 1,96 (1)

*MPE: Material Pre-Extraccion, SWGI: primeros tres cultivos, "Rango 1 = 700-1481 cm™ y 1710-3050
cm’', Rango 2 = 700-1481 cm™ y 1710-1800 cm™', Rango 3 = 700-3650 cm™, y Rango 4 = 900-1800 cm™
', “Outliers, *Niimero de muestras empleado para la calibracién, “Valores entre paréntesis: corresponden
al nimero minimo de factores necesarios para obtener un minimo MSEP.

161



Capitulo 5

Estos modelos de calibracion fueron definidos como O&ptimos para las
predicciones. Sin embargo, todos los RMSECYV encontrados fueron bajos, demostrando
la bondad de las calibraciones para la prediccion del PHA extraible en las muestras.

Los RMSEP que se presentan en la Tabla 5.3 permiten tener una representacion
de la bondad de ajuste de la prediccion. Cuando se aplicaron los modelos ptimos de
calibracidn para la prediccion de los tres grupos independientes de muestras (Tabla 5.3,
serie B), los RMSEP fueron altos para los determinados a partir de Ttl con los espectros
originales (20,4, 17,1 y 7,3 %, para las experiencias SWG2A, SWG2B, y SWGA,
respectivamente). Mientras que los RMSEP no fueron tan altos para las predicciones
determinadas a partir de Tt2 (1,11, 2,5 y 5,6 %, para SWG2A, SWG2B y SWGA,

respectivamente).

Tabla 5.3. Error cuadratico medio de predicciéon (RMSEP) para los valores predichos

determinados utilizando los modelos de calibracién empleando MPE (Tt1) y células liofilizadas

(Tt2).
RMSEP

Serie® Epr N¢ Espectros originales (%) Primera derivada (%) Segunda derivada (%)
S1 52 S3 S4 S1 S22 S3 S4 S1 S22 S3 S4

9 17,5 18,5 26 2,6 59 6,0

: 27% 17,2 18,2 24 23 57 59

9 15,8 16,9 1,6 1,6 2,6 27

A 2 - - -

27% 15,8 16,9 1,6 1,6 2,7 28

9 134 145 2,7 2,7 19 19

: 27% 13,3 143 26 2,6 1,7 1,7
4 18* 204 219 1,1 7,2 07 07 1,1 09 24 24 06 05
B 5 27% 17,1 184 40 2,5 1,2 1,2 46 35 35 36 40 40
6 27% 7,3 84 56 11,1 6,0 60 69 68 32 33 70 7.1

S1: Ttl (Rango 1), S2: Ttl (Rango 2), S3: Tt2 (Rango 3), y S4: Tt2 (Rango 4). “Serie A (SWG1):
predichos a partir de Ttl, Serie B: predichos a partir de Ttl y Tt2, °1: Muestras SWG1A, 2: Muestras
SWGIB, 3: Muestras SWGIC, 4: Muestras SWG2A, 5: Muestras SWG2B y 6: Muestras SWGA;
‘Ndmero de muestras utilizadas para la prediccion; 3 réplicas para cada muestra
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Cabe senalar que los RMSEP obtenidos con los modelos de calibracion a partir de
las derivadas primera y segunda de los espectros para Ttl fueron mucho menores a los
obtenidos para los espectros originales. Este hecho puede deberse a la falta de
normalizacién en esta prueba, problema que se resolvid, al menos parcialmente,
mediante la aplicacion de las derivadas.

De hecho, los RMSEP obtenidos a partir de Ttl para la derivada primera
mostraron valores relativamente bajos, incluso inferiores a los de la RMSECV de los
modelos de calibracion para SWG2A y SWG2B (cultivos liquidos) (0,7 y 1,2 %, para el
rango 2), y también mejores a los obtenidos a partir de Tt2 (0,9 y 3,5 %, para el rango
4). Los RMSEP obtenidos para las predicciones de SWGA (cultivo sélido) fueron altos
en todos los casos, mientras que los mejores valores de RMSEP se obtuvieron a partir
de Ttl con los modelos para la derivada segunda (3,2 y 3,3 % para los rangos 1 y 2,
respectivamente). Las predicciones para SWG1 (Tabla 5.3, serie A) a partir del Ttl,
también presentaron RMSEP relativamente bajos al utilizar los modelos obtenidos a

partir de la derivada primera (2,7 a 1,6 %, y similares en ambos rangos).

5.4.3.2 Analisis De Regresion. Funciones determinadas por SLRA

La Tabla 5.4 presenta los valores obtenidos para los modelos de calibracion
determinados por SLRA.

Los picos en 1263 cm’ y 1381 cm’ para las técnicas de filtrado 1 a 3, exhibieron
una correlacién muy alta con el porcentaje de CEPHA obtenido (R2 > 0,99), tanto
empleando la altura como el drea de dichos picos. Sin embargo, el SE obtenido fue
menor utilizando la altura del pico (menor o igual a 0,013), mientras que el mejor SE se

logré empleando la técnica 4 y la altura del pico a 1292 cm™.
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Tabla 5.4. Comparacién de R’ y SE para todos los picos y técnicas de filtrado para la

calibracidn.
Pico 1263 cm’ 1292 cm’! 1381 cm™ 1725 cm’!
Area R’ SE R SE R’ SE R’ SE
Tl 0,995 0,234 0992 0351 0,997 0,261 0,976 1,732
T2 0,998 0,170 0986 0,703 0,997 0,213 0,984 1,583
T3 0,998 0,128 0,983 0,807 0996 0204 0967 2,179
T4 0,922 0,079 00905 0,025 0,946 0,050 0959 0,193
Altura R’ SE R SE R’ SE R° SE
Tl 0,995 0,013 0,979 0,041 0,991 0,012 0958 0,097
T2 0,996 0,011 0,977 0,041 0,992 0,012 0974 0,076
T3 0,998 0,006 0978 0,043 0,994 0,012 0965 0,097
T4 0,893 0,005 0,951 0,003 0,946 0,006 0977 0,017

Técnicas de filtrado. T1: Residuales, T2: Derivada segunda, T3: Deconvolucién, T4: Derivada primera.

Los valores de R® y m para SWGI, se determinaron después de la eliminacién de

los valores atipicos (1 outlier, 26 muestras finales) y son presentados en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. Comparacién de R’ y m para todas las técnicas de anilisis de regresién

basadas en cada curva de calibrado.

Pico 1263 cm™ 1292 cm™ 1381 cm™ 1725 cm™
Area R’ m R’ m R’ m R’ m
Tl 0,390 1,7575 0,454 1,5926 0,399 1,9215 0,440 1,8615
T2 0,769 11,4347 0,848 11,2199 0,811 1,4343 0,515 14313
T3 0,658 12,1081 0,689 1,4906 0,574 1,8265 0,105 11,7658
T4 0,850 1,2969 0,824 1,0112 0,871 1,0640 0,744 1,0225
Altura R’ m R’ m R’ m R’ m
Tl 0,836 1,1158 0,880 1,0073 0,875 1,2179 0,745 11,1587
T2 0,801 1,1854 0,874 11,0022 0,868 11,1749 0,770 1,1678
T3 0,857 11,3944 0,902 0,9998 0,829 1,2214 0,731 11,1580
T4 0,859 11,2879 0,801 0,9369 0,860 1,1422 0,803 1,1667

Técnicas de filtrado. T1: Residuales, T2: Derivada segunda, T3: Deconvolucién, T4: Derivada
primera. m: pendiente.
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Se puede observar una correlacidn lineal, basada en la altura de pico, significativa
en casi todos los casos. Aunque la calibracién con la altura del pico a 1292 cm™ no
presentd el mejor R’, exhibi6 la mayor correlacién en la prediccidon del porcentaje de
PHA (R’ = 0,902 con el filtro de deconvolucién), y con m pricticamente igual a la
unidad.

En la Figura 5.4, se puede observar la distribucién de los datos, junto con los
intervalos de confianza y prediccién, para el mejor modelo de prediccion determinado

por SLRA.

) (%)
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e
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o

10
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Figura 5.4. Curva de regresion para la relacion del porcentaje de PHA extraido (CEPHA) y el
porcentaje de PHA predicho con la mejor técnica (deconvolucién) determinada por SLRA para

el pico a 1292 cm™. Intervalo de prediccién (gris) e intervalo de confianza (gris claro).

5.5 DISCUSION
Para el andlisis de PLSRI, los errores determinados para la calibracion
(RMSECYV) determinados a partir de Ttl fueron superiores, en todos los casos, a los

valores de RMSECYV determinados a partir de Tt2 con todas las réplicas de las muestras.
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Esto puede deberse a la menor cantidad de muestras empleadas para Ttl. Sin embargo,
todos los RMSECYV obtenidos en el presente trabajo fueron menores a los obtenidos por
otros autores en calibraciones para diversas cepas de Escherichia coli (Kansiz y col.,
2000; Jarute y col., 2004). Con respecto a los RZ, en todos los casos los mejores valores
se obtuvieron a partir Tt1, incluso cuando son comparados con los R’ determinados para
cepas de E. coli (Kansiz y col., 2000; Jarute y col., 2004). Ademas, utilizando los
modelos de calibracion de las derivadas primera y segunda basados en Ttl, los errores
de prediccion (RMSEP) fueron menores, en casi todos los casos, cuando son
comparados con las predicciones obtenidas por otros autores para varias cepas de E. coli
(Jarute y col., 2004).

En base a los resultados de PLSRI1, las predicciones de Ttl utilizando las
derivadas primera y segunda, muestran ser una alternativa de ajuste buena y robusta
para determinar rapidamente el CEPHA en muestras liofilizadas en las cuales no se
conoce el contenido de PHA. El error cuadrdtico medio de validacion cruzada
(RMSECYV) es el método mas utilizado para la estimacidon de error en quimiometria
(Wehrens y col., 2000). Por otra parte, el error cuadrdtico medio de calibracion
(RMSEC, por sus siglas en inglés) no parece ser un buen estimador del error de
prediccion, ya que es sesgado (siendo generalmente demasiado optimista), debido a que
los datos son utilizados tanto para la construccién del modelo como para la estimacion
del error (Wehrens y col., 2000; Gemperline, 2006; Garcia y Filzmoser, 2015). Esta es
la razén por la que no se presentan RMSEC en el presente trabajo.

La metodologia propuesta, de empleo de pastillas de KBr y en particular del MPE
como material de calibracién estindar en lugar de PHA, proporciona un método rapido
y confiable para predecir la cantidad de PHA extraible. Ademas, es un método facil y

accesible que solo requiere equipamiento bédsico de FTIR. La calibracién obtenida con
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una cantidad relativamente baja de muestras dio predicciones adecuadas del contenido
de PHA en muestras de células liofilizadas. Recientemente se han llevado a cabo
pruebas preliminares de comparacion entre células secadas en estufa (60 °C) hasta peso
constante y células liofilizadas de las mismas muestras. Las predicciones obtenidas
mostraron valores de RMSEP muy similares para ambos métodos de secado, lo que
permitiria una mayor disminucion del tiempo para la determinacién del PHA extraible
(datos no mostrados). Esta metodologia podria aplicarse a otras cepas productoras de
PHA, ya que se basa en una determinacion estadistica de las caracteristicas de los picos
de los espectros de FTIR con el fin de predecir la concentracién de PHA en muestras de
células.

Ademads de su uso potencial, el MPE permite el uso de herramientas estadisticas
mds simples, debido a la correlacion entre sus caracteristicas de pico (altura y drea) con
el porcentaje de PHA extraible. Es por ello que en el presente trabajo, en una segunda
etapa, se aplico un anélisis de regresion lineal simple (SLRA), que demostrd ser capaz
de producir resultados adecuados y también ser ttil para mejorar la eficiencia de todo el
proceso de determinacion.

Finalmente, el ruido observado en los espectros originales, generado por la
superposicion de picos relacionados con diferentes enlaces de moléculas presentes en
los componentes celulares, interfiere con la observacién de picos caracteristicos. En el
presente trabajo, estos ruidos se lograron eliminar, al menos parcialmente, por medio de
técnicas de filtrado. No se han encontrado referencias sobre la cuantificacion de PHA
basado en FTIR y anélisis multivariado en cepas bacterianas Gram positivas. El uso del
andlisis de los espectros FTIR obtenidos por transmisiéon empleando pastillas de KBr,
con el empleo de técnicas estadisticas, ha demostrado ser flexible y rapido para predecir

el porcentaje de PHA extraible en una cepa de B. megaterium. El nuevo estandar
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(MPE), utilizado como material de calibracién, fue aislado directamente de la cepa, y

resultd ser un material relativamente simple y facil de obtener en la practica.

5.6  CONCLUSIONES

Las herramientas desarrolladas para determinar la concentracion de PHA extraible
en muestras de células intactas empleando espectros FTIR, resultaron ser confiables
empleando tanto métodos estadisticos relativamente simples (andlisis por regresion
lineal simple, SLRA) como métodos estadisticos mas complejos (andlisis multivariado
con regresion por cuadrados medios parciales, PLSR).

En ambos casos, el empleo de pastillas de KBr y equipamiento basico de FTIR
como transmisiéon demostré ser una nueva alternativa capaz de predecir la cantidad de
PHA extraible con un rdpido procesamiento de las muestras. Por otra parte para obtener
la curva de calibraciéon se encontré un nuevo estindar proveniente de un paso
intermedio de la extraccién del PHA (denominado material de pre-extracciéon o MPE).

Mediante herramientas estadisticas y técnicas de filtrado cominmente utilizadas
para procesar la informacién contenida en el espectro IR se determiné una alta
correlacion entre las caracteristicas espectrales del MPE y el porcentaje de PHA
extraible.

En el desarrollo de estas herramientas se emple6 también el paquete estadistico R,
el cual demostrd una alta flexibilidad para el manejo de los datos tanto para los andlisis
estadisticos mds simples (SLRA) como para los andlisis estadisticos complejos (PLSR y
PCA). Esto convierte al software R, gratuito y de cddigo abierto, en una herramienta

con gran potencial para ser empleada en diferentes andlisis estadisticos.
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CAPITULO 6. Conclusiones generales y trabajo futuro

6.1. CONCLUSIONES GENERALES

Por la metodologia de espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR) se determino la capacidad de producciéon de PHAs en distintas cepas aisladas de
sedimentos del Estuario de Bahia Blanca. Esta metodologia permiti6 la seleccién de la
cepa Bacillus megaterium BBST4 para continuar los estudio de optimizacién debido a
su mayor producciéon de PHAs.

La cepa B. megaterium BBST4 fue capaz de crecer y producir PHAs a partir de
distintas fuentes de nitrogeno y distintas fuentes de carbono y energia en un medio
salino minimo.

A partir de un medio de cultivo econémico compuesto por una solucién basal
salina (solucién Winogradsky modificada), la cepa B. megaterium BBST4 pudo crecer y
producir concentraciones de hasta 30 % de PHA empleando fuentes de carbono y
nitrégeno renovables y econdmicas, como glicerol, almidén, melaza de cafia de azdcar y
urea.

La produccién de PHA fue optimizada empleando herramientas con alta robustez
estadistica, como es la metodologia de superficie de respuesta, y alta predictibilidad,
como es el modelado matematico.

Se demostré6 que la cepa B. megaterium BBST4 es capaz de producir co-
polimeros de PHAs, lo cual permitiria emplear el PHA producido en aplicaciones de
alto valor agregado como la industria farmacéutica y medicinal. Este es el primer
reporte sobre una cepa de Bacillus spp. productora de este tipo de co-polimeros de PHA

a partir de distintas fuentes de carbono renovables
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Se desarroll6 una nueva estrategia de cuantificacién del PHA extraible producido
por la cepa B. megaterium BBST4, mediante el empleo de un nuevo estidndar de
calibracion y técnicas estadisticas simples y complejas (andlisis por regresion lineal
simple y anélisis multivariado (PLSR y PCA), respectivamente) logrando acotar los
tiempos y esfuerzos empleados en las determinaciones convencionales. Estas
herramientas son un aporte para agilizar, con suficiente precision, la determinacion de la
produccion de PHA extraible en células intactas y sin el uso de solventes
contaminantes. Esta metodologia se podria adaptar a otras cepas productoras lo cual
significa un aporte para futuros estudios en el tema.

El empleo de software estadistico gratuito y de cddigo abierto (R) permitié una
alta eficiencia en todos los andlisis estadisticos realizados en la tesis. Esto genera una
alternativa sin costo econdémico alguno para la generaciéon de nuevas herramientas
estadisticas y de andlisis de resultados experimentales complejos, lo que permite crear
disefios experimentales que acoten el tiempo de trabajo, maximizando y optimizando las

posibilidades de experimentacion.

6.2. TRABAJO FUTURO

Se continuard con el aislamiento de cepas productoras de PHA a partir de
muestras de sedimentos marinos y residuos agroindustriales y el ensayo de nuevos
sustratos econdmicos, que sirvan para la produccién de co-polimeros de alto valor
agregado.

En este sentido se plantea:
o La optimizacion del proceso de produccion de PHAs a partir de glicerol
empleando como medio de cultivo los residuos derivados de la produccién industrial del

biodiesel, para disminuir el impacto ambiental que puede generar a futuro la
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acumulacién en exceso de este residuo, y asi lograr una disminucién aun mayor de los
costos del medio de crecimiento y producciéon de PHAs propiciando ademds un
producto de valor agregado a la industria generadora de este tipo de combustibles.

° El escalado del proceso de obtencion de PHAs a partir de almidén para lograr
optimizar la produccion de co-polimeros a gran escala, a partir de una fuente de carbono
de alta produccion en la region y por lo tanto asequible a bajo costo.

. Optimizar la produccién de PHAs a partir de melaza de cafa de azicar y otros
medios de cultivos provenientes de fuentes renovables (residuos del lavado de la
industria de la papa, orujo de la industria aceitunera y otros residuos de la industria
oleicola) siguiendo el protocolo de disefio experimental y modelado establecidos en la
tesis, para contar con otras alternativas econdmicas de fuentes de carbono. Esto
permitiria establecer la/s alternativas de mayor viabilidad econémica.

. Aislar nuevas cepas siguiendo los protocolos descriptos en la tesis para continuar
en la busqueda de bacterias con potencial para utilizar residuos industriales y con
capacidad de producir PHAs con distintas propiedades.

o Continuar con la optimizacién de procesos alternativos de extraccion mads
amigables con el medioambiente, teniendo en cuenta los solventes utilizados en la
industria con la posibilidad de disminuir costos de produccién acoplando procesos (e.g.,
produccion de PHAs mediante el empleo de residuos de la industria como medio de
cultivo y acoplando el proceso de extraccion con el uso de los solventes que emplea la
misma industria, como pueden ser: alcoholes, acetonas, NaOH, entre otros).

o Continuar con la optimizacién de procesos alternativos de cuantificacion de
PHAs, rapidos y no destructivos, para lograr obtener con mayor precisién las

condiciones y tiempos de cultivo 6ptimos aplicables en linea.
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ANEXO A

A.1. EL SOFTWARE ESTADISTICO

La estadistica es una ciencia aliada de la investigacién cientifica. En 1955,
Neyman proclam6é a la estadistica como “la sirvienta de todas las ciencias”,
ejemplificando su importancia en el estudio de la existencia y evolucion, la medicina, la
psicologia, la industria y la astronomia. La estadistica no s6lo ha contribuido
enormemente al desarrollo de las anteriores, sino también en muchas otras disciplinas
cientificas (Salas, 2008). Mediante la estadistica se evaldan cuantitativamente hipdtesis
de investigacion, se desarrollan modelos predictivos, se estiman pardmetros y se
analizan experimentos, entre otras aplicaciones. En disciplinas que requieren de un
trabajo intensivo en laboratorio, como la microbiologia, se emplean diversos “disefios
experimentales” que no son mds que modelos estadisticos para el andlisis de los
experimentos. El uso de un software estadistico es importante tanto en la ciencia basica
como en la aplicada. En la practica, tanto investigadores como profesionales emplean
algin programa estadistico para realizar pruebas de hipdtesis, ajustes de modelos y
andlisis de disefios experimentales complejos (Salas, 2008). Muchas veces deben
analizarse grandes bases de datos y una gran cantidad de variables. Microsoft Excel® es
una planilla de célculo ampliamente usada debido a que es parte de la instalacion tipica
de computadoras con sistema operativo Microsoft Windows®, y con la ayuda de algunos
“add-ins” puede también ejecutar algunos procedimientos estadisticos (Zhu y Kuljaca
2002). Sin embargo, su uso en andlisis estadistico sigue siendo bastante limitado.
Ademads, se ha mostrado la baja calidad de los procedimientos estadisticos de este
software (McCullough y Wilson 1999, 2002, 2005).

SPSS, Stata, Systat y SAS son softwares estadisticos tipicamente citado en

articulos de revistas cientificas. Son programas comerciales y, por lo tanto, tienen una
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orientacion y administraciéon enfocadas a aquellos mercados y usuarios que les
proporcionan los mayores beneficios. Los tres primeros poseen estructuras similares
(aunque con diferencias en sus procedimientos), estos ofrecen un uso sencillo de las
opciones, acceso rapido a datos y procedimientos, generacion de salidas y graficos.

SPPS es un programa con una interfaz grafica de usuario amigable, y sélo a través
de ésta se accede a sus opciones (abrir los datos y ejecutar calculos).

SAS (SAS Institute Inc., 2007) ha sido por largos afios el software mads utilizado en
la comunidad estadistica y, por lo tanto, también se ha propagado su uso entre
investigadores de diferentes disciplinas. SAS, a diferencia de SPSS, es un programa que
requiere el ingreso de comandos (sintaxis) para ejecutar gran parte de sus rutinas y
opciones. Por lo tanto, necesita del conocimiento de la sintaxis antes de su uso. SAS ha
llegado a ser el programa estindar empleado en ensayos clinicos y por la industria
farmacéutica en los Estados Unidos.

Nacido en el afio 1992, R (Ihaka y Gentleman 1996; R Development Core Team
2015) es un programa estadistico oficialmente presentado en 1997. Es un lenguaje de
programacién de uso libre y se rige por la licencia general publica de la fundacion de
software libre (http://www.gnu.org/) y por lo tanto de distribucién gratuita y cédigo
abierto, con una amplia variedad de métodos estadisticos, computacionales y de
visualizacién disponibles (Huber, 2011). Desarrollado como un gran proyecto
colaborativo de estadisticos de diversos paises y disciplinas que aumenta
exponencialmente afio tras afio (Figura A.l), también es un programa basado en
comandos, en el que se puede acceder a todos los procedimientos y opciones a través de

sintaxis computacional (Salas, 2008).
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Figura A.1. Crecimiento del equipo R-Core. Los puntos representan los cambios en la

membresia (modificado de Fox, 2009).

Otros dos softwares estadisticos de uso comun en ciencia, como son Design-Expert
y The Unscrambler, dedicados a determinados anélisis especificos, como es el disefio de
experimentos (DOE) y el anélisis multivariado (MVA) se incluyen en la Tabla 1A
donde puede observarse una comparacion general entre estos cinco paquetes en relacion
a aspectos fundamentales que debe presentar un software estadistico.

Los articulos académicos son ricos en informacién ya que aportan una medida de
la calidad del software empleado en ellos. En publicaciones académicas y cientificas es
probable que aparezca un paquete de software popular como una herramienta de andlisis
o incluso un objeto de estudio. El software que se utiliza en articulos académicos y
cientificos es un potencial indicativo de la linea que la préxima generacion de analistas
seguird. Google Académico ofrece una manera de medir dicha actividad (Muenchen,

2015) (Tabla A.1).
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Tabla A.1. Comparacion de aspectos generales entre los programas estadisticos SPSS, SAS, R,

Design-Expert y The Unscrambler (modificado de Salas, 2008).

Programa estadistico

® ® Design- The

Aspecto SPSS SAS R Expert® Unscrambler®
Costo (U$S) 1.500 (2009) 7.200 (2009)  Gratis (2015+)  1.095 (2015) 1.500 (2005)
Amlgg bilidad con el Excelente Baja-Regular Baja-Regular Buena Regular-Buena
usuario
Manejo de datos Baja Buena Buena Buena Buena

. . Buena-
Calidad de graficos Regular Excelente Regular-Buena  Regular-Buena
Excelente
Control de procesos Baja Excelente Excelente Baja Baja
delgq fuente No No Si No No
disponible
Variedad analisis Buena- . .
estadisticos Buena Excelente Excelente Baja (DOE) Baja (MVA)
Documentacién Excelente Buena Buena- Excelente Buena-Excelente
Excelente
Soporte técnico Bueno Bueno Bajo Bueno Bueno
Windows® Windows®
Sistema operativo Windows® Macintosh® Macintosh® Windows® Windows®
Linux Linux

Citas GA (20154) 32.300 26.100 12.100 1.660 763

DOE: Disefio de experimentos, MVA: Andlisis multivariado, GA: Google Académico. 2015+: dicho afio y

posteriores.

En la Figura A.2 se puede observar el nimero de articulos encontrados para cada

paquete de software para el dltimo ejercicio completo de 2014. Los paquetes mads

utilizados corresponden a SPSS, SAS y R. En las Figuras A.3 y A.4 se puede observar,

con dos mediciones distintas, el crecimiento de R para uso académico por sobre SPSS y

SAS. En el caso de la Figura A.3 entre 2013 y 2014, mientras R presenté un

crecimiento en el nimero de articulos en los que aparece citado, SPSS y SAS

presentaron un decrecimiento inversamente proporcional a R en las citas. Esta tendencia
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se puede observar también en la Figura A.4. En la Figura A.5 se puede observar el
crecimiento exponencial que viene presentando el software estadistico R en ntimero de
paquetes dedicados a distinto tipo de andlisis, por lo que todo indicaria un enorme

potencial de R de cara al futuro como herramienta estadistica multifacética.

[ ]

SPSS Statistics -
SAS ————————— ¢
R- ———
Stata ——— @
MATLAB- ——
Java: ——— @
Statistica- ———@
Python- ——@
Minitab- ———@
Hadoop- ———*®
Systat- ——®
JMP- —
Weka- —@
C,C++ orCH- —@

Statgraphics- —@

RapidMiner-
BMDP -
KNIME -
NCSS-

Enterprise Miner-
SPSS Modeler-
Salford Systems -
SAP KXEN-
Julia-

Megaputer -
Angoss-
Alteryx -

Lavastorm-
Alpine -
Actuate -

InfoCentricy -

Software de anilisis

=B N B B 2 B I B N N N N N N W Y

20600 40000 80000
Numero de articulos académicos

Figura A.2. Nimero de articulos académicos encontrados en el afio 2014 para cada

paquete de software (modificado de Muenchen, 2015).
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Figura A.3. Cambio en el ntimero de articulos académicos que citan cada software en los dos
ultimos afios previos mas recientes (2013-2014). Los softwares que se muestran en rojo estan
creciendo en nimero de citas, mientras que los que se muestran en azul van decreciendo en
ndmero de citas (modificado de Muenchen, 2015).
Finalmente cabe destacar que en muchos proyectos de investigacion se destinan

grandes sumas de dinero a la adquisicion de software estadistico, que bien podria ser

destinado a otros items si se emplea un software estadistico gratuito.
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Figura A.4. Vision logaritmica del nimero de articulos académicos encontrado en cada afio por
Google Académico. S6lo se muestran los primeros seis paquetes estadisticos "cldsicos"

(modificado de Muenchen, 2015).
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Figura A.5. Nimero de paquetes para el software R disponibles en su sitio de distribucién

principal para la dltima versién liberada en cada afio (modificado de Muenchen, 2015).
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El uso de un programa estadistico de excelente nivel y gratuito como R ayudaria a la
enseflanza en todos los niveles educativos, ademds de permitir a los estudiantes seguir
empleando el mismo programa en cada paso en una carrera profesional, sin necesidad
de invertir dinero en programas estadisticos y con la ventaja de aprovechar los

conocimientos técnicos adquiridos previamente (Salas, 2008).

A.2. ANALISIS ESTADISTICOS REALIZADOS EN R (Capitulo 3)

Funcion de RSM empleada con el paquete rsm del software R:

rsm (Y; ~ Block + FO (X;) + TWI (X;) + PQ (X;), data = Experimental Matrix)

y simplificada por rsm (Y; ~ Block + SO (X;), data = Experimental Matrix)

Donde Y; son las variables dependientes y X; las variables independientes, Block
representa a los bloques, FO, TWI, PQ y SO son las funciones de primer orden, de
interacciones entre las variables, cuadritica pura y de segundo orden, respectivamente,
data = Experimental Matrix es la forma de tomar los datos de la matriz experimental a

emplear para la determinacién de la superficie de respuesta.

Determinacion de la bondad de estimacion de los puntos estacionarios 6ptimos

Los puntos estacionarios obtenidos por medio de 200 re-ajustes del modelo obtenido
por RSM fueron graficados junto con el estimado para RSM de la variable PHA (figura
A.6). Estos graficos muestran algo parecido a una regién de confianza para la mejor

combinacion de variables (Lenth, 2015).
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Time

Figura A.6. Determinacion de la bondad de estimacién de los puntos estacionarios Optimos.
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ANEXO B

B.1. MEDIOS DE CULTIVO

SW: soluciéon de sales de Winogradsky (Pochon y Tardieu, 1962) consiste en:
2,5 g/L KoHPOy, 2,5 g/ KH,PO4, 2,5 g/ MgSO 7 Hy0, 2,5 g/ NaCl, 0,05 g/L
MnSO4 7 H;0, 0,5 g/L. FeSO4 7 H,0. En todos los casos a la SW se le adiciond 0,1 mL
de una solucién de micronutrientes o elementos traza (0,1 g/ CaCl,, 0,03 g/L
Na,MoPy4, 0,03 g/L. H;BO3, 0,0005 g/L. CoCl,). Los sulfatos y la solucién de elementos
traza se esterilizaron en autoclave por separado antes de la adicién al medio para evitar
la precipitacion.

SWA: SW con el agregado de 1,2 % agar-agar ultra puro (Merck, Alemania), para
cultivos en placa. En esta tesis se utilizd la SWA con el agregado de distintas fuentes de
carbono y nitrogeno. Los medios de SWA con el agregado de 0,1 % (p/v) de distintas
fuentes de nitrégeno se denominaron de la siguiente manera: urea (SWAyrea),
(NH4)2SO4  (SWANHaps04), NH4Cl (SWANmsc), KNO3 (SWAkno3) y NH4NO;
(SWANHano3 0 SWA,)) (Capitulo 2). En el capitulo 5 este cultivo es utilizado para
monitorear la produccién de PHA y por lo tanto es denominado fermentacion en estado
solido (FES).

SWG: a la SW se le adicionan glicerol (Anedra, Argentina) y urea (AN00739707,
Anedra, Argentina) como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. El glicerol
es autoclavado junto con la SW y la urea es esterilizada por filtracion a través de una
membrana con 0,22 micras de poro (Merck-Millipore, Brasil) y afiadida asépticamente
al medio (Capitulos 2,4y 5).

SWGA: a la SWG se le adicionan 1,2 % de agar-agar ultra puro (Merck, Alemania),

para cultivos en placa (Capitulos 2, 4y 5).
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SWS: SW complementada con almidéon (Anedra, Argentina) y urea (Anedra,
Argentina), como fuentes de carbono y nitrégeno, respectivamente. El almidén y la urea
son esterilizados por filtracion a través de una membrana con 0,22 micras de poro
(Merck-Millipore, Brasil) y afiadidos asépticamente al medio (Capitulos 3 y 4).

SWSA: a la SWS se le adicionan 1,2 % de agar-agar ultra puro (Merck, Alemania),
para cultivos en placa (Capitulo 3).

SWM: SW complementada con 20 g/L. de melaza de cafia de azicar y 1 g/L. de urea
(Anedra, Argentina), como fuentes de carbono y nitrogeno, respectivamente. La melaza
de cafia de azicar es autoclavada junto con la SW y la urea es esterilizada por filtracién
a través de una membrana con 0,22 micras de poro (Merck-Millipore, Brasil) y afiadida
asépticamente al medio (Capitulo 4).

SWAgG: SWA con el agregado de 2 % (p/v) de glucosa como fuente de carbono
(Capitulo 2).

PCA: agar para recuento en placa. Medio de cultivo complejo recomendado para el
recuento de bacterias aerdbicas en aguas, productos ldcteos y otros alimentos. También
es recomendado como medio general para determinar poblaciones microbianas

(Capitulo 5).

B.2. METODOS DE TINCION

Shaeffer-Fulton (1933) (Capitulos 2 y 3): Este método es habitualmente empleado
para observar la presencia de esporas. Una suspension del cultivo se extiende en la
superficie de un portaobjetos y se deja secar al aire. La muestra es fijada por calor. El
portaobjetos se bafia con una solucién de verde de malaquita y se utiliza una fuente de
calor para tratar a las células y esporas con el vapor de la solucién de verde de
malaquita. Esto requiere de aproximadamente 5 minutos y debe hacerse con cuidado

para lograr vaporizar el agua de la muestra sin carbonizar la muestra. Esta etapa de
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calentamiento tifie las células vegetativas y las endosporas. Una vez que el periodo de
calentamiento se ha completado, el portaobjetos se lava suavemente con agua. El agua
actia como un decolorante para las células vegetativas, ya que el verde de malaquita es
soluble en agua y tiene una baja afinidad por el material celular, pero la coloracién no es
liberada por las endosporas y esporas libres. Para dar color a las células vegetativas se
aplica sobre el portaobjetos una contratinciéon de safranina (Gerhardt y col., 1981;
Leboffe y Pierce, 2002). Las endosporas conservan el verde aportado por el verde de
malaquita (a veces un poco azulado) y las células vegetativas se verdn de un color

marrén-rojo o rosado aportado por la safranina (figura 1.B).
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Figura 1.B. Coloracién de Shaeffer-Fulton donde pueden observar las distintas coloraciones de

las endosporas y de las células vegetativas.

Negro Sudan (Murray y col. 1994): Este método es habitualmente empleado para
observar la presencia de granulos intracelulares de lipidos y PHA. Los extendidos de
células depositadas sobre un portaobjetos de vidrio se fijan por medio de calor y se tifien

con una solucién de Negro Suddn B (Sigma) al 3 % p/v (en 70 % de etanol) durante 10
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min, los cristales de negro Sudan interactdan con los granulos de PHA generando un
complejo PHA-negro Sudan. Seguidamente el portaobjetos se sumerge en xileno hasta
que se decolora totalmente, esto elimina el colorante que no entrd en contacto con los
granulos de PHA. La muestra se contratifie con safranina (Sigma; 5 % p/v en agua
deionizada) durante 10 segundos (Legat y col., 2010), se lava con agua y se seca en

estufa, para ser observada en microscopio de campo claro con objetivo de inmersién

N

(Figura 2.B).

Granulos de PHA

-

Figura 2.B. Coloracién negro Sudédn donde se pueden observar coloreadas en tonos rojizos las células

de B. megaterium BBST4 y en color negro los granulos de PHA en el interior celular.

Azul Nilo (modificado de Ostle y Holt, 1982 y Kitamura y Doi, 1994) (Capitulo 2):
Este método es habitualmente empleado para observar la presencia de granulos
intracelulares de PHA. Se prepara una solucién de azul de Nilo disolviendo 0,05 g de
sulfato de azul Nilo (016K0464, SIGMA, Alemania) en 100 mL de etanol. Los
extendidos de células depositadas sobre un portaobjetos de vidrio se fijan por medio de
calor, se bafan con 5 mL de la solucién de azul Nilo y son llevados a estufa a 37 °C.
Después de 20 minutos, la solucién de colorante es lavada con agua destilada, y una vez

secos los extendidos son observados por medio de microscopia de fluorescencia con
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filtro de 460 nm y objetivo de inmersién, observiandose coloreados de naranja los

granulos de PHA intracelulares (Figura 3.B).

Figura 3.B. Coloracién azul Nilo donde se pueden observar coloreadas en tonos anaranjados los

granulos de PHA en el interior de las células de B. megaterium BBST4.

Gram (Gram, 1884) (Capitulo 3): La coloracion de Gram se puede dividir en 4 pasos:
primero los extendidos de células depositadas sobre un portaobjetos de vidrio se fijan
por medio de calor y se tifien con una solucion de violeta cristal, en el segundo paso se
agrega al extendido con violeta cristal una solucidén iodada que funcionard como
mordiente que se unird al colorante formando un complejo (CV-I). El tercer paso es el
limitante, en este paso se emplea una solucién decolorante compuesta de una mezcla
etanol-acetona que servird para lavar el colorante que no queda retenido dentro de las
células y definird si las células dan positiva la prueba reteniendo el colorante (bacterias
Gram-positivas) o no (Gram-negativas). En el cuarto y udltimo paso se emplea una
solucién de safranina o fucsina como colorante de contraste para colorear las células

que no retuvieron el colorante violeta cristal (Gram-negativas) (Figura 4.B).
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Figura 4.B. Coloracién de Gram donde se pueden observar en color fucsia las células Gram-
negativas (Escherichia coli) y en color violeta oscuro las células Gram-positivas

(Staphylococcus aureus) (tomado de wikimedia.org).

Las diferencias bésicas en las estructuras superficiales de bacterias Gram-positivas
y Gram-negativas explican los resultados de la tinciéon de Gram. Tanto las bacterias
Gram-positivas y Gram-negativas ocupan las mismas cantidades de cristal violeta (CV)
y yodo (I). El complejo CV-I, sin embargo, estd atrapado dentro de la célula Gram-
positiva por la deshidratacion y la reduccién de la porosidad de la pared celular
compuesta por una gruesa capa de peptidoglicano como resultado de la etapa de lavado
diferencial (decoloracién) con etanol al 95 %. En contraste, la capa delgada de
peptidoglicano y las probables discontinuidades en los sitios de adhesion de membrana
de las células Gram-negativas no impiden la extraccién del complejo CV-I con el
solvente (decolorante) (Baron, 1996). La capa de peptidoglicano estd encajonada entre
una membrana celular interna y una membrana externa, que propician la retencién del
colorante de contraste (safranina o fucsina), por lo que aparecen de color rojo o rosa. La
secuencia de pasos en la tincion de Gram que esquematizan la diferenciacidon entre

grupos se ilustra en la Figura 5.B.
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Paso
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Figura 5.B. Secuencia general de pasos en el procedimiento de la tincién de Gram y las

coloraciones resultantes para las bacterias Gram-positivas y Gram-negativas (tomado de Baron,

1996).

B.3. DETERMINACION DE ALMIDON DISUELTO

En la Figura 6.B se presenta la curva de calibracion empleada para la

determinacion de la concentracion de almidén disuelto (Capitulo 3).

1,20 -
1,00 -

0,80 -

Absorbancia (550 nm)
o
o
o

0,05 0,1
Almidén (g/L)

0,15

0,2

Figura 6.B. Curva de calibrado para la determinacién de almidén disuelto (y = 6,4639x, R? =

0,991).
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La misma fue obtenida empleando un espectrofotometro (Thermo Spectronic
Genesys 20, Thermo Electron Corporation, MA, EE.UU.) con cubetas de cuarzo en base

a la absorbancia del complejo iodo-almidén a 550 nm.
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