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RESUMEN

Ralstonia eutrophas la bacteria mas utilizada en la produccion de [pbidroxibutirato (PHB) por su
capacidad de acumular polimero hasta en un 80% de su peso seco. En el presente trabajo se realizaron
fermentaciones por lote alimentado en dos etapas a escala 3 litros usando tres concentraciones de fructosa
(5, 10 y 15 g/l). En la primera etapa, manteniendo constante la relacion carbono-nitrégeno en 6.85 g C/
g N, se buscé obtener una alta concentracién celular; en la segunda etapa las células obtenidas se
limitaron en la fuente de nitrégeno para permitir la acumulacion del biopolimero. La mejor concentracion
para producir el material es 5 g/l en la cual se obtuvo un porcentaje de acumulacion del 66.2%, una
velocidad de crecimiento especifico inicial de 0.5171lyhuna productividad de 0.1245 g PHB/ | h.

Palabras claves:PHB, Ralstonia eutrophalote alimentado, biopolimeros, fermentacion.

ABSTRACT

Ralstonia eutrophas the most frequently used bacterium in producing fBehydroxybutyrate (PBH),

due to its ability to accumulate polymer up to 80% (of its dry weight) w/w. In this project, three liter batch
fermentations were done in two stages per batch, using fed-batch fermentation, with 3 different initial
concentrations of fructose (5, 10 and 15 g/l). In the first stage, the carbon-nitrogen ratio was maintained
constant at 6.85 g C/ g N, in order to obtain a high final cell concentration. In the second staijmdie

source for the cells was limited to allow biopolymer accumulation. The best concentration for producing
the material was 5 g/l of initial fructose concentration, from which an accumulation of 66.2% of dry cell
weight was obtained, with an initial specific growth rate of 0.51%1ahd a 0.1245 g PHB/ | h productivity.

Key words: PHB, Ralstonia eutrophafed-batch fermentation, biopolymers, fermentation.

INTRODUCCION en nitrogeno, fésforo, azufre, magnesio y/o
oxigeno y con exceso de fuente de carbo-
Los poli3-hidroxialcanoatos (PHAS) son o (Kim et al, 1994; Lee, 1996b; Madison
una serie de poliésteres sintetizados poy, Hyisman, 1999). Son considerados fuer-
algunos géneros bacterianos como matetes candidatos para el reemplazo de los
rial de reserva, cuando el medio de cultivopolimeros de origen petroquimico, ya que
se encuentra desbalanceado con limitacioRjendo sintetizados por microorganismos a
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partir de sustratos agricolas, tienen la posi€l mas ampliamente estudiado es el PHB,
bilidad de ser degradados a di6xido de carel cual es un homopolimero cuyas uni-
bono y agua en condiciones aerobias o alades monoméricas estan todas en la
metano en condiciones anaerobias, erconfiguracién D(-) debido a la
habitats tan diversos como suelo, mar, aguassteroespecificidad de las enzimas
estancadas o aguas residuales (Lee, 1996kjvolucradas en la sintesis (Lee, 1996a). Sin
embargo, es un polimero altamente crista-
Aunque se ha detectado la acumulacion ddino (55-80%), lo cual hace que sea un ma-
PHAs en cerca de 300 especies bacteriana®rial excesivamente fragil (Madison y
el porcentaje de acumulaciéon en muchasHuisman, 1999). La temperatura de transi-
de ellas es muy bajo por lo cual se rechazamion vitrea y de fusion son 5y 175 °C, res-
ante la imposibilidad de industrializar el pectivamente.
proceso. Sin embargo, especies como
Ralstonia eutrophalantesAlcaligenes La mas importante de las aplicaciones del
eutrophug, Alcaligenes latusPseudomonas PHB es como material para aplicaciones
oleovorans Pseudomonas putida biomédicas tales como filamentos de
Escherichia coli recombinante 'y suturas, portadores de drogas y generacion
Azotobacter vinelandihan sido investiga- de constructos para el crecimiento celular
das ampliamente. El microorganismo masdebido a que resulta biocompatible (Poirier
investigado ha sid®. eutrophapor su ca- et al, 1995; Gogolewsket al, 1993). Es
pacidad de acumular grandes cantidades dgarticularmente importante el hecho que
PHAs del tipo poliB-hidroxibutirato g| producto de la degradacién del PHB,
(PHB), en un porcentaje cercano al 80%gs decir D(-)-3-hidroxibutirato, es un
del peso seco de la bacteria, en un medigetapolito intermedio comun presente en
S|[np_le a partir de fuentes de carbono ecoy55 células animales (Lee, 1996a). Se han
némicas tales como glucosa, fructosa y reqetectado también cantidades relativamen-
siduos de la industria oleica (Kiet al, o grandes en plasma sanguineo humano,

1994; Lee, 1996b). La mayoria de estos tray, ¢ a1 reafirma su biocompatibilidad (Lee,
bajos de investigacion utilizan cepas 19964a).

mutantes deéR. eutrophacapaces de crecer

sobre gluiosal. Sin emblargo, Ila cepa nat'\(%n este trabajo se establecieron las condi-
crece en lructosa, por 1o cual €s NecesanQ;,,qq para la acumulacién y recuperacién
establecer las condiciones para la acumuy, b pOIR. eutrophaATCC 17697, so-

lacion del polimero. bre fructosa comercial como fuente de car-

Para la produccion del polimero pBr. bono a escala 3 litros.

eutropha la estrategia de fermentacion mas .
empleada es el cultivo por lote alimentadoMATERIALES Y METODOS

en el cual las células crecen hasta una deIVIicroorganismo. Se utilizé la cepa silves-

tertmlna}[da cloncentramor: .smtllmltamo.nldetre Ralstonia eutroph@TCC 17697. La
lr_1u _?edn es, luego ‘?tr_‘ Tu ”,e? € ezenlgﬁAeScepa se conservo liofilizada y almacenada
Imitado para permitir fa sintesis de . S- a 4°C. El liofilizado se reactivé mediante

Durante esta etapa, la concentracion de

. .. cultivo en 50ml de caldo nutritivo durante
biomasa permanece constante presentand%-4 horas en agitador orbital a 200 r.p.m y
se acumulacién de polimero (Lee, 1996a;30°C Luedo se pas6 al medio.'I:FY
Madison y Huisman, 1999). : 9 P

(Triptona 5 g/l, extracto de levadura 5 g/l,

Bajo el titulo de PHAs se conocen actual-fructosa 19/l y fogfato acido de potasio 1 _g/
I); el pH se ajustd a 7.0. El cultivo se dejo

mente mas de 90 polimeros. De todos ellos;,
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durante 24 horas en agitador orbital a 200ElI medio del fermentador contiene fosfato
r.p.my 30°C. didcido de potasio 4.3 g/l, fosfato
monobasico de sodio 1.6 g/l, sulfato de
Al finalizar este tiempo se centrifug6 a 5.000 magnesio heptahidratado 1.2 g/l, acido ci-
r.p.m. durante 15 minutos para recuperarrico 1.7 g/l, solucién de microelementos
la biomasa. Después de desechaoblrena- 10 ml/l. La fructosa y el sulfato de amonio
dante la biomasa fue resuspendida en 30mée emplearon en las concentraciones esta-
de medio TFY. Se prepararon criovialesblecidas para cada ensayo.
agregando 1ml de esta solucion y 0,5ml de
glicerol (agente crioprotector), los cualesLa soluciéon de microelementos contiene
se mantuvieron congelados a -70°C.

FesSQ 2 g/l, MnCl4H,0 0.03 g/l,
Medios de cultivo. El medio de cultivo fue
fructosa comercial 10 g/l, sulfato de amonio CaCl2H,0 2 g/l, CuCj2H,0 0.01 g,
2.75 gll, fosfato diacido de potasio 2.0 g/l, ZnSQ, 7H,0 0.1 g/l, HBO, 0.3 g/l,
fosfato monobasico de sodio 1.6 g/l, sulfato .
de magnesio heptahidratado 0.5 g/l y squ-COCIZGHZO 0.2 g/l, NICJ6H,0 0.02 g/l y
cion de microelementos 2 ml/l. Na,MoO,2H,0 0.03 g /I en solucion
Para el medio de cultivo del fermentador seo'l N de HCI.
realizé el balance de materiales siguiendoE

la metodologia propuesta por Duarte (1995)| strategia de fermentacién.Para iniciar

a fermentacion se tomé como semilla uno
de los crioviales preparados como se des-
cribié anteriormente. El criovial se pas6
3 CHO, N, +4.14 HO + 3 CQ al in6culo (10% del volumen del
fermentador), el cual permanecié durante
Con base en esta ecuacion se establecié 24 horas a 200 rpm y 30°C en agitador
relacion carbono/nitrégeno en 6.85 g C/gorbital. Para la fermentacion se usé un
N para no limitar el crecimiento celular. fermentador SOVILAB con un volumen de
Manteniendo esta relacion se examinaroroperacion de 3 | manteniendo la tempera-
3 concentraciones de fructosa iniciales (5,tura en 30°C y agitacion 300 rpm. El pH se
10 y 15 g/l) todas ellas con su respectivomantuvo entre 6.7 y 7.0 mediante la adi-
duplicado bajo un disefio completamentecion de solucién de NaOH 3 N. Las fermen-
al azar (DCA). Las concentraciones detaciones se llevaron a cabo por lote
fructosa y sulfato de amonio examinadasalimentado en dos etapas, en la primera se
se presentan en la Tabla 1. dejo crecer la biomasa sin limitaciéon y una

CH,,0, +2.814Q + 0.75 NH

6 1276

TaeLAa 1. Concentraciones de fructosa y sulfato de amonio examinadas

Fructosa (g/l) Sulfato de amonio (g/l)
5 1.375
10 2.750
15 4.125
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vez agotada la fuente de carbono, se adieomercial al 5 % p/v y cloroformo G.R.
cioné al fermentador un pulso de fructosa(50% v/v). Se dej6 a temperatura ambiente
qgue restableciera la concentracion inicial.en agitacion constante durante 1 hora, trans-
La fermentacién se detuvo cuando lacurrido este tiempo se dejo decantar y se
fructosa se consumié totalmente o su con+ecuperé la fase organica. Esta fase se con-
centracién no cambié en el tiempo. Paracentré en rotavapor a 70 °C, sin usar vacio,
garantizar la pureza del cultivo se realizohasta alcanzar un volumen cercano a 20-
microscopia usando tincién de Gram y parad0 ml. El polimero se precipitd en metanol
observar acumulacién de polimero se usdrio manteniendo una relacion 1/10 en vo-
tincion con sudan negro (Schlegetl al, lumen de cloroformo a metanol, se dejo
1970). precipitar durante 8 horas a 4°C. Se filtr6 al
vacio y se desechd el sobrenadante, el

Determinacion de parametros cinéticos. Polimero obtenido se dej6 secar hasta al-
El seguimiento de la fermentacion se reali-Canzar peso constante.

z6 mediante la medicion de la concentra- L i

cion de biomasa y de fructosa. La biomasaCaracterizacion del polimero.Para deter-
se midi6 indirectamente mediante la lectu-minar €l tipo de polimero se midio la tem-
ra de absorbancia en un espectrofotometr@€ratura de fusion mediante el uso de un
VARIAN DSM 100 teniendo una curva pa- calorimetro diferencial de barrido (DSC)
tron construida par®. eutrophaque rela- marca TA modelo 2100 en modo estandar,
ciona absorbancia y peso seco de [&£0N una rampa de calentamiento de 10°C/
biomasa, usando como blanco solucignMin desde -50°C hasta 200°C, con un pe-

(Barbosa, 2002). determinar el tipo de polimero obtenido se

realizd espectroscopia infra-rojo en un equi-
c,Jpo Spectrum 2000 con un rango de espec-
tro de 4000-500 cr adicionalmente, el
polimero se sometié a metandlisis siguien-
do la metodologia descrita por Braunegg
et al. (1978) para obtener el metil-éster
del polimero y ser detectado mediante
cromatografia de gases en un equipo Varian
Recuperacion del polimero.Una vez fina- 3400 usando una columna DB-Wax
lizada la fermentacion, se centrifug6 el Ca"semicapilar (15m*0.53 mm*0.1 pm), con
do de fermentacion durante 45 minutos a, flujo de 8 mi/min y helio como gas de
5.000 r.p.m. en centrifuga SORVALL. Se grrastre. El programa de la columna fue 1
desechd el sobrenadante y se resuspendiin a 60 °C y luego una rampa de 15°C/
el pellet en solucion de TRIS-HCI 0.5M de min hasta 220 °C donde permanecié 1 min,
pH 7.0. Se congeld a =70 °C y se liofiliz6 |55 estandares externo e interno fueron aci-

en un equipo LABCONCO modelo 77500- o B-hidroxibutirico y acido benzoico, res-

La concentracion de fructosa se determin
por el método de DNS (acido dinitro-
salicilico) usando como blanco agua desti-
lada a 540nm de longitud de onda (Miller,
1959).

La recuperaciéon del polimero se realiz6 RESULTADOS Y DISCUSION

mediante dispersiones de hipoclorito-clo-

roformo siguiendo la metodologia emplea- El comportamiento cinético de la fructosa

da por Cortazar y Malagon (2001): por caday |a biomasa para las tres concentraciones
gramo de biomasa liofilizada se usaronde fructosa iniciales estudiadas (5, 10 y 15

100ml de dispersién de hipoclorito de sodio9/), se muestra en la Figura 1.
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Ficura 1. Cinética de crecimiento y consumo de fructosaRaéstonia eutrophaen
cultivo por lote alimentado limitado, en fuente de nitrdgeno para 3 concentraciones de
fructosa iniciales 5, 10 y 15 g/I.

En la Tabla 2 se presentan los siguiented.os perfiles de concentracién de biomasa
parametros cinéticos, la velocidad de cre-para las 3 condiciones evaluadas son simi-
cimiento especifico inicialy), el rendi- lares durante las horas 0 a 12 (Figura 1). Lo
miento de sustrato en biomasa para la etapanterior es corroborado mediante la velo-
de crecimiento (Y_), el rendimiento de cidad de crecimiento especifica inicial que
sustrato en biomasa para la etapa de acuro presenta diferencia significativa para las
mulacion (Y,_), el rendimiento de biomasa tres concentraciones de fructosa. Durante
en producto (\p(/x), el rendimiento de las horas 0 a 12 la velocidad de crecimien-
sustrato en producto global p@( y la pro- to permanece constante y no existe una fase
ductividad (p). Los datos reportados en lade latencia. Sin embargo, después de la hora
Tabla 2 corresponden al promedio de los12 (cuando se ha alcanzado una concentra-
resultados obtenidos en los dos ensayosion de biomasa de 2 g/l), la velocidad de
realizados para cada concentracién decrecimiento especifico empieza a disminuir
fructosa estudiada. Estos datos fueron anahasta hacerse casi cero en la fermentacién
lizados mediante el calculo de la varianzade 15 g/I. Lo anterior se debe a que las
para un disefio DCA usando como estadiseondiciones de mezclado en el fermentador
tico de comparacion la distribucion F paralimitan la distribucion de nutrientes, prin-
un nivel de significancia del 5%. El valor F cipalmente el oxigeno, necesarios para el
que aparece en la mencionada Tabla coerecimiento bacteriano. En otros ensayos
rresponde al valor obtenido a partir de los(dato no reportado), se realizaron fermen-
datos experimentales, el cual fue comparataciones en un equipo BIOFLO Ill mante-
do con el valor critico F que es 9.5520. niendo la misma agitacion y aireacién que
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TABLA 2. Parametros cinéticos obtenidos durante las fermentaciones para
las concentraciones de fructosa inicial 5, 10 15 g/l

Parametro cinético Concentracion de fructosa
5 g/l 10 g/l 15 g/l F

b, ht 0.5171 0.4676 0.3565 7.7742
Y, .. 9/9 0.4553 0.4621 0.4817 0.0610
Y., 9/9 0.4242 0.4104 0.2507 8.8407
Y, 0/ 0.662 0.4453 0.5727 7.9105
Yp,s_g/g 0.2839 0.1785 0.2189 4.1627
p. g/l h 0.1245 0.0580 0.0526 36.032

en este trabajo y se logré mantener una fasmiento celular al no existir limitacion en la
exponencial por cerca de 24 horas, luegduente de nitrégeno.
de la cual se presentd el mismo fenbmeno
de disminucion en la velocidad de creci- Luego del pulso de alimentacion en las fer-
miento especifico, con lo cual se demues-mentaciones de 5 g/l y 10 g/l, el rendimien-
tra que las condiciones de mezclado son ldo de sustrato en biomasa (Y es muy
limitante para la produccion de biomasa.similar y cercano a 0.41 g biomasa / g
En la fermentacién de 15 g/l no se consu-fructosa. Este valor es menor al obtenido
mio la fructosa, luego del pulso de alimen-en la etapa de acumulacion de biomasa para
tacién, porque la concentracion de biomasdas mismas fermentaciones. En la fermenta-
(5.6 g/l) exige mejores condiciones de mez-cion de 15 g/l, este rendimiento es bajo
clado que al inicio de la fermentacién don-(0.2507 g biomasa/g fructosa) ya que la
de la concentracion de biomasa es baja. fructosa no se alcanzé a agotar totalmente
cuando se detuvo la fermentacion (cerca
El rendimiento de sustrato en biomasa,de la hora 80). En esta etapa de la fermenta-
para laetapa de crecimiento sin limitacién cion, se supone que no debe existir nitré-
(Y,.), s muy similar en los tres casosgeno remanente y que su ausencia favorece
(el promedio es 0.4664 g biomasa / gla acumulacién del polimero antes que un
fructosa), el cual es un valor cercano a 0.5 caumento en la concentracion celular. Duran-
biomasa / g fructosa asumido en el balancde esta etapa se observo la formaciopalé
de materiales. Lo anterior demuestra quemero mediante la tincion con sudan negro.
dicho balance, obtenido de manera gene-
ral para cualquier bacteria, se puede apli1os valores obtenidos para este parametro
car para el crecimiento d®. eutrophaen la (Y ) en este trabajo estan dentro del rango
etapa de crecimiento celular. Mediantereportado por Kinmet al. (1994), el cual os-
microscopia no se observé acumulacién decila entre 0.1 a 0.33 g PHB / g sustrato usan-
polimero durante esta etapa, lo que corro-do glucosa como fuente de carbono; aunque
bora que la relaciéon carbono-nitrégenola fuente de carbono utilizada es diferente
(6.85 g C/ g N) es la apropiada para el creci-en los dos trabajos, se puede concluir que
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para estos dos azucares el rendimiento esentracion de fructosa inicial para produ-
muy cercano Yy la escogencia de uno u otrair el polimero es 5 g/l; sin embargo, la fer-
se hara teniendo en cuenta criterios econdmentacion de 15 g/l generaria mayor
micos. Para la concentracién de fructosa deantidad de polimero al presentarse una
5 g/l se obtiene el mayor rendimiento conmayor concentracion de biomasa, por lo
un valor de 0.2839 g PHB / g fructosa quecual se recomienda examinar otras condi-
es cercano al maximo dentro del intervalociones de aireacién y agitacion para esta
reportado por Kimet al. (1994). concentracion. Ademas, para mejorar la acu-
mulacion se puede realizar otro pulso de
El rendimiento de biomasa en productoalimentacién de fructosa.
(Y_,) es mayor para las fermentaciones de
5y 15 g/l (0.662 y 0.5727 g PHB/g biomasa, La temperatura de fusién determinada me-
respectivamente) y menor para la fermen-diante DSC fue 170.53 °C (Figura 2), la cual
tacion de 10 g/l (0.4453 g PHB/g biomasa).es cercana a la temperatura reportada para
A pesar de esto, la prueba estadistica conel PHB (175°C). Los picos obtenidos me-
cluye que no existe diferencia significati- diante el analisis del espectro infra-rojo
va entre estos rendimientos. Kiet al.  (Figura 3) revelan que el material tiene las
(1994) reportan un rendimiento de 0.76 gbandas caracteristicas del PHB (1728
PHB/g biomasa, usando glucosa comocm?), correspondiente al enlace C=0 y
fuente de carbono, al finalizar la etapa de2928 cnt correspondiente al enlace C-H
acumulacion de polimero cuando ha indu-(Hon et al, 1999). Los tiempos de reten-
cido varios pulsos de alimentacion por locién obtenidos mediante cromatografia de
cual se recomienda para trabajos posteriogases para el meff-hidroxibutirato y el
res aplicar otros pulsos de alimentacion paracido benzoico son 3.90 y 5.01, en todas
aumentar el porcentaje de acumulacion. las muestras estan presentes estos dos pi-
cos (Figura 4), por lo cual se concluye que
La productividad en el ensayo con 5 g/l esel polimero obtenido es PHB y que no se
la mas alta (0.1245 g PHB / | h) superior forma ningln copolimero.
estadisticamente al observado en los ensa-
yos con 10 y 15 g/l (0.058 y 0.056 g PHB / CONCLUSIONES
| h, respectivamente). Ryet al. (1997) re-
portan una productividad de 3.75 g PHB/I A través de la presente investigacion se
h usandaR. eutrophaNCIMB 11599 la cual evaluaron tres concentraciones de fructosa
crece en glucosa usando limitacion enCoOMo fuente de carbono para la produccion
fosfatos, la cual es la mas alta reportada hasd® PHAs usando la cejfalstonia eutropha
ta ahora. Kimet al (1994) reportan una pro- ATCC 17697. Los mejores resultados se
ductividad de 2.42 g PHB / | h cuando la obtuvieron cuando la concentracién inicial
limitacion es en la fuente de nitrégeno, parade fructosa fue 5 g/l, con la cual se obtuvo
la cepa NCIMB 11599. Las cepas usada®-1245 g PHB/ | h de productividad,
en los trabajos reportados son diferentes &-2839 gPHBI/g fructosa de rendimiento
la del presente trabajo y con varios pulsosde sustrato en polimero (y, 66.2% de por-
de alimentacién de glucosa, lo cual haceCéntaje de acumulacion en peso seco y
que la productividad sea mayor en dichos0-5171 h en su velocidad de crecimiento
trabajos. Mediante la investigacion sobre€specifico. La caracterizacion del material
las condiciones de mezclado que garanti{Polimérico mediante cromatografia de ga-
cen una etapa de crecimiento exponenciaf€S: DSC y espectroscopia infra-rojo per-
prolongada se podra aumentar consideraMité concluir que el material obtenido es
blemente la productividad. La mejor con- Poli-B-hidroxibutirato (PHB).
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Ficura 2. DSC realizado a una muestra de polimero. Se realizé desde -50°C hasta 200°C
con una rampa de 10°C/min. El pico a 170.53°C corresponde a la temperatura de fusién del

polimero.
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Ficura 3. Espectro infrarrojo para una muestra de polimero. Se aprecian las bandas carac-

teristicas del PHB a 1728 ¢nfC=0), 2928 cm-1 (C-H) (Host al, 1999)
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Ficura 4. Cromatograma de una muestra de polimer®& deutrophasometida a metandlisis
(Cromatografo Varian modelo 3400) donde se aprecian los picos delBaméditoxibutirato
(tiempo de retencion 3.90 min) y metil-benzoato usado como estandar interno (tiempo de

retencién 5.01 min). Los picos iniciales corresponden al metanol y cloroformo usados
durante la metandlisis.
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