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Resumen. La produccion de poli-(3-hidroxibutirato) PHA por Bacillus. megaterium depende exclusivamente de
la concentracion de la fuente de carbono (glucosa), por lo que se propone utilizar modelos matematicos de
simulacion para la cinética aplicada en la produccion de polihidroxialcanoatos microbianos. Las bacterias pueden
aislarse del humus de la lombriz roja californiana, y para el crecimiento de biomasa se utiliza un modelo logistico
que incluye un factor de inhibicion y una constante asociada al mantenimiento celular. En la cinética de formacion
de producto se propone el modelo de Leudeking-Piret, donde el coeficiente de formacion del producto depende
del crecimiento celular y la constante asociada al mantenimiento celular, ambas estan determinadas por el pH de
la fermentacion, y corresponden al crecimiento asociado y no asociado respectivamente. El modelo para consumo
de sustrato considera que las células lo metabolizan para crecimiento, sintesis de producto y generacion de energia,
asi como para actividades de control de pH interno e intercambio de componentes celulares. Se plantea ecuaciones
de cinética para estimar resultados experimentales de este caso de estudio basadas en los modelos logistico, de
Leudeking-Piret y de consumo de sustrato, para determinar los valores de los rendimientos de biomasa y de
producto, en funcion al sustrato utilizado en la estequiometria de la produccion de PHA. La siguiente etapa
contempla la aplicacion de la espectrofotometria UV-Vis para estimar el crecimiento celular en Unidades
Formadoras de Colonias (UFC) y su comparacion con la escala de McFarland para cuantificar de forma equivalente
el nimero de células bacterianas.
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MODELING REACTION KINETICS FOR THE PRODUCTION OF
MICROBIAL POLYHYDROXYALKANOATES BY BACILLUS
MEGATERIUM

Abstract. The production of poly(3-hydroxybutyrate) PHA by Bacillus. megaterium depends exclusively on the
concentration of the carbon source (glucose), so it is proposed to use mathematical simulation models for the
kinetics applied in the production of microbial polyhydroxyalkanoates. Bacteria can be isolated from Californian
red worm humus, and a logistic model including an inhibition factor and a constant associated with cell
maintenance is used for biomass growth. For product formation kinetics, the Leudeking-Piret model is proposed,
where the product formation coefficient depends on cell growth and the constant associated with cell maintenance,
both of which are determined by the fermentation pH, and correspond to associated and non-associated growth,
respectively. The model for substrate consumption considers that cells metabolize substrate for growth, product
synthesis and energy generation, as well as for internal pH control activities and exchange of cellular components.
Kinetic equations are proposed to estimate experimental results of this case study based on the logistic, Leudeking-
Piret and substrate consumption models, to determine the values of biomass and product yields, depending on the
substrate used in the stoichiometry of PHA production. The next stage contemplates the application of UV-Vis
spectrophotometry to estimate cell growth in Colony Forming Units (CFU) and its comparison with the McFarland
scale to quantify equivalently the number of bacterial cells.

Keywords: Kinetic models, Bacillus megaterium, biopolymer.

Introduccion

Los animales y plantas poseen substancias de reserva de distinta naturaleza quimica que
los proveen de materia y energia para la realizacion de numerosas funciones, este tipo de reservas
también existen en los microorganismos y los proveen endégenamente de energia y carbono para
procesos especificos como el mantenimiento del pH interno, regulacion osmética y esporulacion
(Anderson, 1990; Dawes, 1973). Una forma de acumulacioén intracelular de sustancias de reserva
entre muchos géneros bacterianos de los mas diversos tipos, es la formacién de polimeros
compuesto de unidades de hidroxiacidos: los Polihidroxialcanoatos (PHA’s). En la mayoria de
las especies bacterianas los PHA’s estan localizados en granulos intracelulares que se pueden
visualizar al microscopio Optico por tincion con los colorantes especificos Negro Sudan
(Smibert, 1981) y Azul del Nilo (Ostle, 1982).

El Bacillus megaterium es un tipo de bacteria Gram-positiva en forma de bacilo,
principalmente de metabolismo aerdbico, que forma esporas y se encuentra en una gran
variedad de habitats, alcanza entre 1,5 y 3 um de didmetro y hasta 5 um de longitud (Holt, 1994)
, es una de las bacterias mas grandes conocidas. Sus células suelen aparecer en pares o cadenas,
crece a temperaturas entre 3 ° C y 45 ° C, con un optimo alrededor de 30 ° C, en algunos
aislamientos de un lago hidrotermal antartico crecen a temperaturas de 63 ° C.

Se considera un endoéfilo (vive como un endosimbio de plantas sin causar dafio) y es un
agente potencial para el control de enfermedades de las plantas. Se ha demostrado que ciertas
cepas se pueden usar para fijar el nitrégeno . Produce la enzima amidasa de penicilina utilizada
para producir penicilina sintética, varias amilasas utilizadas en la industria de panaderia y la
deshidrogenasa de glucosa (enzima utilizada en las pruebas de glucosa en sangre). Ademas, se
utiliza para la produccion de piruvato , vitamina B> , medicamentos con propiedades fungicidas
y antivirales , etc. Produce enzimas para modificar los corticosteroides y varios aminoacidos
deshidrogenasas. Produce poli-y-4cido glutdmico, la acumulacion del polimero aumenta
considerablemente en ambientes salinos (2-10% de NaCl ), en los cuales el polimero esta
formado en gran parte por L-glutamato (el contenido del isémero L es de hasta el 95%). Al
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menos una cepa de B. megaterium puede considerarse halofila, ya que crece en concentraciones
de hasta un 15% de NaCl. Se puede encontrar esta especie en los suelos, agua de mar y sus
sedimentos, cascaras de arroz, alimentos secos y leche, a lo largo de todas las latitudes del
planeta.

Esta bacteria es muy versatil debido a que, sumado a su arsenal de enzimas usuales para
todos los microorganismos Gram positivos, posee otros tipos de enzimas infrecuentes para su
género; esto le brinda una gran plasticidad metabdlica, que se traduce en una notable facultad
de supervivencia en diversos medios y nichos ecoldgicos (Rao, 2019). Su capacidad para
metabolizar diferentes compuestos rivaliza con el género Pseudomonas. (Vary, 1992). El
compuesto de reserva mas importante en esta especie es el poli(3—hidroxibutirato) (PHB), que
se acumula en condiciones limitantes de nitrégeno, fosfatos, azufre o potasio (Slepecky, 1961).

Mundialmente mas del 30% de los desechos corresponden a plasticos derivados del
petréleo que generantoxinas y no son biodegradables. Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son
biopolimeros que representan una solucion a la contaminacion ambiental por plasticos
sintéticos, ya que provienen de una sintesis organica bioldgica y por consecuencia su
degradacion es rapida, puede ser en un tiempo moderado maximo de 9 meses (Bailey, 1986;
Verlinden, 2007).

En esta propuesta se asume que la produccion de PHB por B. megaterium depende
exclusivamente de la concentracion de glucosa. En virtud de que la variable velocidad especifica
de crecimiento, depende de la biomasa del microorganismo involucrado, para la generacion
estequiométricade producto es fundamental evaluar la velocidad de reproduccion del mismo.

El sistema de fermentacion de la glucosa en el metabolismo microbiano esta integrado
por tres reacciones diferentes que ocurren de forma simultanea, para este trabajo se propone un
modelo cinético para el consumo de sustrato (glucosa), uno mas para el crecimiento de la
biomasa (células bacterianas de Bacillus megaterium.) y finalmente otro para la produccion de
PHA's. Se estima tedricamente la viabilidad de la sintesis del biopolimero bajo parametros
controlados tales como pH, oxigeno disuelto y temperatura. El objetivo del presente trabajo
propone tres modelos matematicos de simulacion para la cinética de reaccion.

El crecimiento de las células se obtiene por el producto de las interacciones entre las
reacciones bioquimicas y los fendmenos de transferencia de materia y energia a través de
diversas etapas comprendidas en sistemas. La mezcla de células nuevas y viejas sufre cambios
constantes durante el proceso de desarrollo representado por una curva de crecimiento, mientras
se adapta a un medio ambiente con variaciones permanentes de las condiciones fisicas y
quimicas. En virtud de la dificultad que existe para modelar exactamente la cinética de
crecimiento, se debe hacer algunas suposiciones orientadas a obtener modelos simples para el
disefio, la operacion y la prediccion del comportamiento en los procesos de fermentacion. El
modelo no estructurado es el mas sencillo y comunmente empleado, y se basa en las siguientes
implicaciones: las células pueden ser representadas por un componente simple tal como numero
de células, masa celular o la concentracion de proteinas, acido desoxirribonucleico (ADN) o
acido ribonucleico (ARN); la poblacién bacteriana tiene una distribucion uniforme; la
suspension de células es homogénea; no se contempla la naturaleza heterogénea de las células
y la concentracion celular se expresa como masa de células en base seca por unidad de volumen;
el medio se formula de manera que solo un componente sea el limitante de la velocidad de
reaccion; los demas componentes estan presentes en concentraciones lo suficientemente altas
para evitar el efecto de cambios pequefios sobre la velocidad de reaccion; el reactor biologico
se controla para garantizar un nivel constante de condiciones ambientales adecuadas (Gonzalez,
2013).

La cinética microbiana se analiza con relacion en la formulacidon de modelos de
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crecimiento no estructurados. Los modelos mas sencillos del crecimiento bacteriano o también
llamados modelos no estructurados, estan declarados en términos de unidades abstractas de
vida, es decir, se orientan al término biomasa dejando a un lado los organelos que conforman a
las células que a su vez integran dicha biomasa; en términos practicos se considera a la
poblacion microbiana como una unidad homogénea. Aunque estos modelos proponen
ecuaciones sencillas en virtud de que se estima al microorganismo como una especie reactante
elemental, son validos para aplicaciones con objetivos tecnoldgicos.

Estos tipos de modelos responden a la representacion mostrada en la Figura 1, donde se
representa el consumo de sustrato por los microorganismos, tanto para su reproduccion, como
para la generacion de productos, y explica al mismo tiempo los conceptos de respiracion
enddgena y energia de mantenimiento (Kim D., 2007).

Los modelos no estructurados contemplan los parametros involucrados en la ruta
cinética microbiana, como por ejemplo crecimiento de biomasa, consumo de sustrato y
formacion de producto.

Figura 1

Reaccion simplificada para el modelo no estructurado

LISIS CELULAR
J ENERGIA DE
SUSTRATOS MANTENIMIENTO
(C,N) et /" CELULASNO
/ 1 \  VIABLES
N ' J
/" CELULAS CELULAS |
=
VIABLES \ VIABLES
— N PRODUCTOS
RESPIRACION
ENDOGENA
Nota. Tomado de (Kim D., 2007)
Método

Los modelos no estructurados son adecuados cuando los microorganismos poseen una
composicion celular proxima al estado estacionario; cuando hay cambios en la composicion
celular, estos proporcionan en la mayoria de los casos una pobre aproximacion a la realidad. Si
los modelos no estructurados no son capaces de reflejar la influencia de ciertas variables como
la composiciéon del medio se deberd considerar cambios en la estructura interna del
microorganismo y en casos muy complejos solo éstos seran capaces de explicar la evolucion
del cultivo.

Para el estudio del comportamiento cinético de la biomasa, sustrato y producto en la
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produccion de biopolimeros, se considerd el caso de estudio reportado en Modelamiento
matematico y optimizacion del proceso de produccion de polihidroxialcanoatos empleando la
bacteria Burkholderia cepacia B27 a partir de 4cidos grasos (Suriyamongkol P., 2007), donde
se realizaron ensayos durante 77 horas de reaccion.

La Tabla 1 muestra los datos de las concentraciones para biomasa (X), sacarosa (S) y
producto (P), obtenidas durante el seguimiento cinético del caso referido.

Tabla 1

Concentracion de biomasa (X), sacarosa (S) y producto (P)

t Concentracion Concentracion Concentracion
(h) X (g/L) S (g/L) P (g/L)
0 1.46 20 0.22
6 1.83 19.56 0.58
11 3.19 17.94 1.47
23 5.7 14.94 4.34
30 7.17 13.19 6.02
35 11.23 8.34 8.68
47 13.54 5.59 13.08
53 15.91 2.75 14.88
59 15.08 3.74 14.19
71 15.09 3.73 14.32
77 15.4 3.36 13.2

Nota. Tomado de (Khalseh, 2016)

La férmula empirica mas usada para la fraccion organica de las células es CsH702N. La
formulacion Cgo0Hs7023N12P puede ser usada cuando el fosforo es también considerado.
Ambas formulaciones son aproximaciones y pueden variar.

Para soportar el crecimiento microbiano en los sistemas bioldgicos, los nutrientes
apropiados deben estar disponibles. Las células procariotas estdn compuestas de
aproximadamente 80% de agua y 20% de material seco, del este ultimo el 90% es organico y
el 10% es inorgénico.

Considerando que la composicion de las células procariotas estd formada de
aproximadamente 80% de agua y 20% de material seco, de este tltimo el 90% es organico y el
10% es inorganico (Almudena, 1999), se obtiene la formula C;0oH>;03N>; para la biomasa, esto
se muestra en la Tabla 2.
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Tabla 2
Composicion tipica porcentual de una bacteria
Elementos celulares Porcentaje de peso seco (%)
Carbono 50
Oxigeno 22
Nitrogeno 12
Hidrogeno 9
Fosforo 2
Azufre 1
Potasio 1
Sodio 1
Calcio 0.5
Magnesio 0.5
Cloro 0.5
Fierro 0.2
Otros elementos traza 0.3

Nota. Tomado de ( Metcalf & Eddy, 2005).

Entonces para un mol de sustrato y en el caso particular glucosa (CsH;205), la reaccion
estequiométrica involucrada en la produccion del biomondémero de PHB, asi como la de
polimerizacién se muestran en las ecuaciones 1 y 2 respectivamente.

nCyHe0, — (CLHg0z), (2)

La generacion del biopolimero PHB (CsHeO2) » depende del crecimiento o desarrollo de

la biomasa (Ci10H2103N2), que a su vez es funcion de la concentracion del sustrato (CsHi20g),
como se observa en la ecuacion 3.

C6H1206 + aNH3 + b 02 — YX/S CIOH2103N2 + YP/S C4_H602 + YCOZ/ COZ + WH20 +
S
AH, (3)
donde:

a = Coeficiente masico de la cantidad de fuente de nitrogeno consumido/sustrato
consumido.

b = Coeficiente masico de la cantidad de oxigeno consumido/sustrato consumido.

Yx /e = Coeficiente masico de rendimiento de biomasa/sustrato consumido.

Yp /e = Coeficiente masico de rendimiento de producto/sustrato consumido.
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Yco, /= Coeficiente masico de la cantidad de CO» liberado/sustrato consumido.
s

w = Coeficiente masico de la cantidad de agua producida/sustrato consumido.

El coeficiente YX/s es una funcion de la cantidad de sustrato disponible inicial, asi

mismo de los nutrientes y condiciones de operacioén o pardmetros ambientales.

El coeficiente Yp /s €S una funcién de la cantidad de biomasa generada y la capacidad

de la bacteria para la produccion y acumulacion del biopolimero, que depende
proporcionalmente del grado de estrés al que se puede someter la bacteria, debido al cambio en
la concentracion del nutriente seleccionado como reactivo limitante, siempre y cuando la
bacteria no se encuentre en la fase endogena.

El modelo matematico propuesto para describir el proceso tiene en cuenta una entrada
y una salida en el biorreactor, comportdndose como un sistema de agitacion continua (CSTR).
El esquema del proceso, asi como la nomenclatura de las corrientes, se presenta en la Figura 2.

Figura 2

Esquema de un CSTR para un proceso fermentativo

F, X1, S1, P

Nota. Tomado de (Khalseh, 2016).

La reaccion llevada a cabo en el reactor se puede expresar de la forma 4:

S+X->P+X (4)

donde:

S= Sustrato.

X= Biomasa.

P= Concentracion de producto.

El balance de materia global para el sistema de la Figura 2 viene dado por 5 (Khalseh,
2016):

Entrada — Salida + Generacion = Acumulacion ®))

Considérese el sistema presentado en la Figura 2 donde solo hay una entrada y una
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salida.

Para el proceso en un reactor por lotes (batch) se debe considerar que no existen entradas
ni salidas, por lo tanto, el comportamiento para el volumen de reaccion constante en el balance
para la biomasa, toma la forma de la ecuacion 6.

Generacion = Acumulacion (6)

La produccion fermentativa de PHA normalmente se opera como un proceso de
alimentacion por lotes de dos etapas ( Metcalf & Eddy, 2005). Una fase inicial de crecimiento
en un medio enriquecido nutricionalmente produce suficiente biomasa, seguida de una fase de
formacion del producto en un medio pobre en nitrégeno. Las fermentaciones de un solo lote
alimentado que estan limitadas por nitrégeno conducen a bajas cantidades de polimero, porque
no hay suficiente acumulacion de biomasa (Katircioglu H., 2003). La produccion de PHA en
cultivos puros est4 limitada por un nutriente externo. Cuando las células se exponen a un medio
con muy pocas cantidades de nutrientes durante mucho tiempo, las bacterias se alteran
fisiologicamente (Daigger, 1982). El aumento repentino de las concentraciones de sustrato de
carbono hace que la célula cambie su fisiologia nuevamente. Como la sintesis de PHA requiere
menos adaptacion que el crecimiento, el cultivo comienza a producir polimero, este tipo de
fermentacion se conoce como decaimiento endogeno. (Dias J., 2005; Lemos P., 2006).

La cinética de crecimiento microbiano, el consumo de sustrato y la formacion de
productos, se formulan rutinariamente en términos de ecuaciones que conducen al acoplamiento
entre las tazas asociadas como por ejemplo en el caso de las ecuaciones:

ax

S =f&PS) (7)
=g PS) ()
% =h(XP,S) 9)

Por consiguiente, a menudo no es posible encontrar soluciones analiticas a estas
ecuaciones por lo que se recurre a menudo de forma util a técnicas de solucion numérica.

El crecimiento microbiano por lotes se caracteriza por dos regiones, la de crecimiento
. .y .. . .oadx
exponencial donde se muestra en la ecuacion 10 y la del crecimiento estacionario e 0. No

es infrecuente que la region de transicion entre estas dos regiones cinéticas de tazas de
crecimiento dependientes del sustrato ocupe entre 10% y 20% o menos del tiempo total de
fermentacion. En consecuencia, para muchas fermentaciones por lotes, se dispone de un
enfoque mas sencillo como una ecuacién que toma una forma de crecimiento autonomo, es

decir,z—f = f'(X).

Para el crecimiento de biomasa se utiliza un modelo logistico, por lo que la ecuacion
que describe adecuadamente la velocidad de crecimiento de ésta, se muestra en la ecuacion de
Monod (10).

X = ux (10)

dat
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donde:

u:k(l— X) (11)

Xmax

Z—f = Velocidad de crecimiento celular (M /L3t).

u = Velocidad de crecimiento especifica (t~1).
k = Factor de inhibicion (t71).
X = Concentracion de biomasa (M /L3).

Xmax = % = Concentracion maxima de biomasa (M /L3).

Combinando 10y 11 se tienel2, conocida como ecuacion de Riccati

X — kX1 - BX) (12)

dat

La formacion de producto se da en toda la fase de crecimiento celular y se expresa en la
ecuacion 13.

dp _ dX
dt dat

+ BX (13)

donde:
a = Coeficiente de formacion del producto asociado al crecimiento celular.

B = Constante asociada al mantenimiento celular (L3/M).

La velocidad de consumo de sustrato es dada por 14.

s _Ldx 1A kX (14)

donde:
Yx/s= Rendimiento real de biomasa respecto al sustrato.
Yp/s= Rendimiento real de producto respecto al sustrato.

ke= Coeficiente de mantenimiento en [gS / gX h].

En el crecimiento de biomasa X se utiliza el modelo logistico, que presenta la ecuacion
12. Este modelo incluye un factor de inhibicion k [h!] y una constante asociada al
mantenimiento celular § [g P/ g X h]. La resolucion del modelo (ecuacion 15) se emplea para
encontrar los valores de las constantes en las expresiones de velocidad.
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In <1X/ Xo ) =kt — In (XX;OX‘)) (15)

donde:

Xs = Concentracion de biomasa en fase estacionaria obtenido de una grafica de X vs t.

Para la cinética de formacion de producto P se propone el modelo de Leudeking-Piret
(ecuacion 13), donde las constantes & y 8 estan determinadas por el pH de la fermentacion, y
corresponden al crecimiento asociado y no asociado de este parametro, respectivamente. Al
integrar 13, se obtiene 16.

P—P, = %ln(l — BXy(1 — e’“)) + a(X — X,) (16)

El consumo de sustrato S (ecuacion 14), considera que las células consumen sustrato
para crecimiento, sintesis de producto y generacion de energia, actividades control de pH
interno e intercambio de componentes celulares. Al integrar 14 se obtiene 17.

1
S—SO :%ITI.(W)—&(X—XO) (17)
siendo:
1
§=—+—  (18)
YX/S YP/
n= i +k, (19)
YP/S

Las ecuaciones 18 y 19 se expresan en unidades de (g S/ g X) y (g S/ g X.h)
respectivamente.

El cultivo de la bacteria B. megaterium proviene de humus de lombriz a partir del
aislamiento de coloniase n agar nutritivo, se prepara un inoéculo de 0.5 g/L; que equivale
aproximadamente a 1.0 x 108 bacterias/mL (McFarland, 1907), y se confirma la concentracion
de unidades formadoras de colonias (UFC) en la escala del Nefelometro de Mac Farland y en
el Espectrofotometro UV-visible.

Resultados

Se asume que la produccion de PHA por Bacillus megaterium depende exclusivamente
de la concentracion de glucosa. Una vez establecidas las ecuaciones de velocidad para la
formacion de biomasa, producto y consumo de sustrato, se procedid a resolverlas de manera
analitica y grafica, tomando como base los valores experimentales reportados en el trabajo de
(Méndez, 2016). Los resultados de las ecuaciones 12, 13 y 14 se muestran en Tabla 3 y se
presentan de forma grafica en las Figuras 3,4 y 5:
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Tabla 3

Valores calculados para los parametros de las ecuaciones cinéticas

Parametro Definicion Valor Unidades
k Factor de inhibicion 0.084 h'!
o Coeficiente de formacion del producto 1.033 gP/gX
asociado al crecimiento celular
B Constante asociada al mantenimiento 0.0625 gP/gX-h
celular
) Parametro asociado a la formacion de 0.667 gS/gX

biomasa y producto

n Parametro asociado al mantenimiento 0.014 gS/gX-h
celular

La Figura 3 muestra un comparativo de datos experimentales y teoricos del modelo
propuesto en la ecuacion 12, para la cinética de crecimiento de la biomasa X.

Figura 3

Cinética de crecimiento de biomasa X(g/L) vs tiempo(h)
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Nota. Elaboracion propia (2022)

La Figura 4 muestra graficamente los datos experimentales y teodricos del modelo
propuesto en la ecuacion 13, para la velocidad de crecimiento de producto P.
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Figura 4
Cinética de concentracion de producto P(g/L) vs tiempo(h)
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La Figura 5 muestra graficamente los datos experimentales y teodricos del modelo

propuesto en la ecuacion 14, para la velocidad de consumo de sustrato S.

Figura 5
Cinética del consumo de sustrato S (g/L) vs tiempo (h)
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Para validar los valores simulados en los modelos de solucion propuestas, (ecuaciones
12, 13y 14) se empled un Analisis de varianza (ANDEVA) considerando un nivel de confianza
del 95%; en el caso de la biomasa (X), crecimiento de producto (P) y para el consumo de
sustrato (S),se tiene que los valores experimentales Fy =0.0807, Fy =0.09450, Fo= 0.0714
respectivamente, que son menores a la Ferice= 4.4138 en todos los casos, lo que indica que los
datos experimentales y tedricos son estadisticamente iguales.
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Discusion y conclusiones

En el mundo contemporaneo la produccién de biopolimeros microbianos es una
alternativa en auge, siendo éste un producto biodegradable en la etapa final de su ciclo de vida
que reduce el impacto al ambiente, aunque algunas cepas productoras del bioplastico son
patdgenas al ser humano, otras no presentan esta desventaja para llevar trabajos de investigacion
de este perfil. En la busqueda de bacterias no transmisoras de enfermedades, pero productoras
de biopolimeros se favorece la presencia del Bacillus megaterium, por ser un microorganismo
capaz de producir polihidroxibutirato (PHB) a partir de residuos de frutas, ademas de ser una
bacteria ampliamente distribuida en suelo, y también facilmente recuperable en humus de
lombriz roja californiana alimentadas con residuos de frutas.

Los modelos cinéticos desarrollados en funcion del tiempo permiten evaluar el proceso
bioquimico del microrganismo, la produccion de metabolitos y la evolucion de la energia, y su
dependencia de factores controlables como pH, temperatura, concentracion, etc.

La base para este trabajo es el estudio sobre la cinética de crecimiento de la bacteria
Burkholderia cepacia, que permiti6 identificar los indicadores de rendimiento y productividad
para la produccion de biomasa a partir de los modelos matematicos (ecuaciones 12, 13 y 14);
con esta informacién se obtuvieron los pardmetros cinéticos del proceso fermentativo:
crecimiento de biomasa, generacion de producto y consumo de sustrato.

En la modelacion del crecimiento de biomasa X se utiliza el modelo logistico del tipo
no estructurado, estd expresado en términos de unidades abstractas de vida: poblacion
microbiana o biomasa, ignorando completamente la estructura interna de las células que
componen dicha biomasa, pues consideran a la poblaciéon como una unidad homogéneamente
distribuida. Aunque los modelos no estructurados representan una gran simplificacion del
problema real, son ttiles para fines tecnoldgicos, ya que proporcionan ecuaciones sencillas con
sentido fisico, en las que se trata al microorganismo como una especie reactante simple. El
esquema mas complicado al que podria responder este tipo de modelos, considera el consumo
de sustratos por las células, tanto para crecer como para generar productos, asi como los
conceptos de respiracion endégena y energia de mantenimiento, esto se cumple para el objetivo
de este trabajo que propone cuantificar de forma teérica la cantidad de biopolimero que se
produce, y en una etapa subsecuente se ensayara con la bacteria B. megaterium.

En el caso del crecimiento de la biomasa X se utiliza el modelo logistico, que presenta
la ecuacion 12. Este modelo incluye un factor de inhibicion £ y una constante asociada al
crecimiento celular . La soluciéon del modelo presentado en la ecuacion 15, se emplea para
encontrar los valores de las constantes en las expresiones de velocidad, asociada a la figura 3,
donde se muestra la cinética de formacion de biomasa con respecto al tiempo.

Para la formacion de producto P se propone el modelo de Leudeking-Piret mostrado en
la ecuacion 13, donde las constantes oy B estan determinadas por el pH de la fermentacion, y
corresponden al crecimiento asociado y no asociado respectivamente. Esto implica entonces,
que el primer término corresponde a la produccion proporcional del metabolito con respecto al
crecimiento celular; mientras que el segundo término, muestra como todos los microorganismos
producen de manera constante una proporcion de producto independientemente de la fase de
crecimiento (Reynolds, 1996) El seguimiento cinético realizado a la biomasa permite observar
una fase de crecimiento exponencial de un méaximo de 35 horas de reaccidon y una fase
estacionaria cercana a 72 horas. La ecuacion 16, presenta la solucion analitica de la ecuacion
13, asociada a la figura 4, donde se muestra la cinética de formacion de producto con respecto
al tiempo.
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El consumo de sustrato S presentado en la ecuacion 14, toma en cuenta que las células
metabolizan la fuente de carbono para su crecimiento, sintesis de producto y generacion de
energia y de nuevos componentes celulares. La solucion de la ecuacion 14, se muestra en la
ecuacion 17, la cual esta representada en la Figura 5, donde se muestra la cinética de consumo
de sustrato con respecto al tiempo.

Los datos experimentales y los valores teoricos mostrados en los tres casos: desarrollo
de biomasa, formacioén de producto y consumo de sustrato, resultaron ser estadisticamente
iguales de acuerdo a un andlisis de varianza, lo que implica que la confiabilidad es aceptable
para su aplicacion en el calculo de la cinética de reaccion bioldgica bacteriana formadora de
productos de interés industrial como sustitutos de plésticos sintéticos.

De acuerdo al andlisis llevado a cabo, los modelos propuestos demuestran ser efectivos
para establecer la evolucion de un proceso donde intervienen organismos microbioldgicos en
la degradacion de un sustrato con la consecuente formacion de un biopolimero degradable, por
lo que la siguiente etapa es la prueba experimental del procedimiento de biotransformacion de
nutrientes a PHA’s utilizando un reactor bioldgico tipo CSTR con capacidad volumétrica de 5
litros operado por lotes al 80% de su capacidad, con una solucion de glucosa de concentracion
20 g/l y una suspension bacteriana de Bacilus megaterium aislada de humus de lombriz
equivalente a la concentracion de la escala 0.5 de Mac Farland (McFarland, 1907).

El conocimiento de como se expande la poblacion celular es 1til para el disefio de
métodos de control del crecimiento microbiano. Un punto relevante es el aumento de la biomasa
y la generacion de los productos que se pueden obtener. Los procesos biologicos que se llevan
a cabo en este proyecto son fundamentalmente quimicos, donde intervienen agentes
microbiologicos. De tal forma, que un bioproceso de esta indole puede representarse mediante
una reaccion quimica estequiométrica. El crecimiento de microrganismos esta relacionado con
el numero de células viables presentes, la cantidad de sustrato y nutrientes limitantes, ademas
de otros factores ambientales como la temperatura, humedad, pH, oxigeno disuelto, etc. En la
curva de crecimiento celular se distinguen cuatro fases usualmente denominadas como:
adaptacion, crecimiento exponencial, estacionaria, muerte logaritmica o enddégena (Méndez,
2016).

La cuantificacion de microorganismos es un factor fundamental en los proyectos que
involucran procesos bioldgicos, la técnica mas utilizada es aquella que considera el recuento en
placa de bacterias presentes en una unidad de volumen mediante diluciones seriadas a partir de
una muestra inicial para posteriormente sembrar una cantidad estdndar con un soporte de vidrio
estéril en una placa que contiene medio de cultivo idoneo, e incubar hasta obtener colonias
visibles para su conteo, una desventaja del método es que conlleva a un alto consumo de
nutrientes, sustrato y reactivos, ademas del tiempo invertido. Por otro lado, existen métodos
visuales y Opticos que permiten cuantificar el nimero de células previamente aisladas e
identificadas, en menor tiempo, tal es el caso del método optico de la escala de McFarland,
donde las suspensiones bacterianas se comparan visualmente con los estandares hasta encontrar
al mas similar en turbiedad y se relaciona con el numero de células de acuerdo a cada estandar
[unidad formadora de colonias (UFC)/mL].

Aunado a lo anterior se propone una metodologia para comparar la concentracion del
indculo de la bacteria Bacillus megaterium, a través de la correlacion entre los métodos
espectrofotométrico y turbidimétrico, utilizando las soluciones de los tubos de ensaye de las
concentraciones de la escala de McFarland. Se prepara una serie de diez tubos con una
disolucion de precipitado fino de sulfato de bario obtenidos al mezclar cloruro de bario
dihidratado de concentracion 0.048M con sulfato de sodio 0.18M, en proporciones diferentes,
que se asemeja a suspensiones bacterianas que se comparan instrumentalmente con los
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estandares para correlacionar con el nimero de células, usando un espectrofotometro UV-vis
de doble haz marca Varian modelo Cary 300 Scan a una longitud de onda de 600 nanémetros
(nm).

En conclusion, la producciéon de biomasa en una reaccion bioldgica tiende a ser
exponencial hasta un determinado tiempo, lo cual depende de la cantidad de sustrato, tipos y
concentracion de nutrientes y parametros de desarrollo. Se plantea la estequiometria de la
reaccion bioquimica para determinar la produccion de PHB, mediante el proceso metabdlico
optimo de la bacteria Bacillus megaterium. La propuesta plantea la aplicaciéon de modelos
matematicos de la cinética de reaccion para analizar el proceso de formacion del PHB, los
rendimientos de biomasa y producto, desde los puntos de vista ideal y tedrico. El calculo del
sustrato limitante depende del microorganismo seleccionado y el metabolismo que lo
caracteriza. Los modelos de simulaciéon propuestos pueden determinar los valores de
rendimiento real de biomasa respecto al sustrato (Ys), de rendimiento real de producto respecto
al sustrato (Yps), y de la estequiometria para la produccion de PHA; ademas describen
adecuadamente la evolucion del proceso. Cabe sefialar que con la informacion disponible solo
se puede estimar el rango de la energia para mantenimiento celular ya que no se dispone de
informacion exacta tedrica ni real del coeficiente de mantenimiento celular (k)

Este trabajo explora alternativas biotecnologicas sustentables de sustitucion de
polimeros sintéticos. La propuesta ofrece la ventaja de un modelo cinético de crecimiento
bacteriano para la generacion sustentable del biopolimero PHB a partir de un residuo empleado
como sustrato, en este caso cascaras de frutas, para generar un producto biodegradable.

La bacteria Bacillus megaterium sera aislada de humus de lombriz Roja californiana
(Eisenia foetida) alimentada con residuos frutales lo cual le brindara valor agregado al trabajo,
toda vez que con esta condicion cumple con un modelo de produccion y consumo sostenible,
en el que la materia prima se centra en el aprovechamiento de residuos y forma parte de los
ciclos productivos con insumos que pueden aprovecharse de forma recurrente y con ello
minimizar la generacion de residuos, también se propone una metodologia para cuantificar la
concentracion del inoculo de la bacteria Bacillus megaterium para la preparacion de la
suspension bacteriana que serd inoculada al reactor bioldgico en escala laboratorio. Para
conocer la concentracion celular del inoculo se utiliza la espectrofotometria UV-vis, esto es
avalado por los datos de los coeficientes de porcentaje de correlacion (R?). Esta propuesta
permite calcular la densidad bacteriana en el inicio del proceso y también durante los intervalos
de muestreo para conocer el avance de la reaccion y desarrollo de las bacterias con respecto al
sustrato, nutrientes y condiciones ambientales.

La energia que los microrganismos absorben de su entorno se transforma en energia
quimica la cual se convierte después para realizar el trabajo quimico que tiene que ver con la
biosintesis de los organelos celulares, el trabajo osmoético necesario para el transporte de los
materiales al interior de la célula (como sucede en el la sintesis de PHB), o el trabajo mecanico
de la contraccion o de la locomocidn; asi como en la generacion de nuevas células.

Lo anterior corrobora que la biotransformacion que se lleva a cabo para la generacion
del producto, depende del tipo de metabolismo que desarrolla cada microorganismo, de las
condiciones ambientales fisicas y quimicas, del tipo de sustrato y de la secuencia metodologica
que se aplique.

El trabajo contribuye a crear un ambiente ecosostenible con enfoque tecnolégico al
servicio de las personas y el bienestar del planeta, para recuperar la armonia con la naturaleza
y con recursos comunes, donde los residuos son aprovechados para generar producto amigables
con el medio ambiente como los bioplasticos bacterianos, en sustitucion de aquellos que
resultan contaminantes como los plasticos sintéticos derivados del petroleo.
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