Revista Ingenieria y Ciencia

Fecha enviada: Octubre 2022

Fecha revisado: 28 diciembre 2022

Determinacion del modelo cinético de reaccién para la produccion de polihidroxialcanoatos a partir de
azucar comercial

Sebastiane Fernando Guillén Alvarez!, Gamaliel Giovanni Zambrano Ruano?

Resumen

La contaminacion del medio ambiente por plastico ha

llevado a buscar alternativas para reducir sus efectos
dafiinos. Una de las soluciones es el uso de
bioplasticos producidos por bacterias, los cuales son
materiales biodegradables como es el caso de los
polihidroxialcanoatos (PHAs). En este estudio se
evaluo el rendimiento de produccion de PHA variando
distintas condiciones y se propuso un modelo cinético
que explicara la sintesis de este biopolimero. Para la
investigacion se utilizo la bacteria Bacillus subtilis y
se realizaron fermentaciones por lotes de 48 horas;
obteniendo mayores rendimientos empleando
sacarosa como sustrato y una relacion 300:1
(g.carbono. g.nitrogeno-1). Se determinaron tres
ecuaciones cinéticas utilizando la aplicacion Berkeley
Madonna. El modelo obtenido tiene el potencial para
escalar el proceso de produccion de los
polihidroxialcanoatos.

PALABRAS CLAVE: polihidroxialcanoatos,
bioplastico, modelo cinético, ecuacién de monod,
biotecnologia, fermentacion bacteriana

Abstract

The environmental plastic pollution has led to the
search for alternatives to reduce its effects. One of
these alternatives is the use of microorganisms that
can produce polymers, which are biodegradable such
as polyhydroxyalkanoates (PHAs). In this study, the
PHA production vyield was evaluated changing
different fermentation conditions and a kinetic model
was proposed explaining the synthesis of the
biopolymer. The bacteria used was Bacillus subtilis
and batch fermentations were carried out; obtaining a
better performance using sucrose as substrate and a

proportion 300:1 (g.carbono. g.nitrogeno-1). Three
equations for the kinetic model were determined
using the Berkeley Madonna application. The model
has the potential to scale the production process of
polyhydroxyalkanotes.

KEYWORDS: polyhydroxyalkanoates, bioplastics,
Monod reaction kinetics, biotechnology, bacterial
fermentation

Introduccion

Los plasticos convencionales son un producto
indispensable debido a su peso liviano, termo
estabilidad, cristalinidad y su capacidad de ser
moldeado. El incremento de materiales plasticos de
uso doméstico e industrial ha aumento la produccién
a mas de 400 toneladas métricas por afio lo que
plantea graves problemas para la eliminacion de
estos. Para mitigar estos problemas, los bioplasticos
en la forma de polihidroxialcanoatos (PHA) han
ganado mucha atencidon para sustituir plasticos a
base de petréleo (Li & Wilkins, 2020).

Este bioplastico ha llamado la atencion a nivel
comercial debido a sus propiedades biodegradables,
termo estabilidad y biocompatibilidad. Es empleado
en dispositivos médicos, electronicos, construccion,
empaque y en la agricultura. Algunas empresas que
producen PHA a nivel mundial son Metaboli (Woburn,
MA, USA), Procter & Gamble Co., Ltd. (Cincinnati,
OH, USA), Tianjin Green Bioscience Co., Ltd (Tianjin,
China), etc (Bugnicourt, y otros, 2013).

Los PHA son poliésteres lineales producidos por
bacterias por fermentacién del azucar (Figura 1). La
bacteria Bacillus subtilis es capaz de producir este
biopolimero en condiciones de estrés cuando existe
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escasez de nitrogeno y altas concentraciones de
carbono en el medio. Dependiendo de la fuente de
sustrato empleado y la relacion carbono y nitrégeno,
va a variar el rendimiento de produccién de producto
(Saratale, y otros, 2021).

Figura 1. Estructura general de los PHA.

(Lemos & Cordoba, 2015)

El modelo de Monod describe una relacién entre el
crecimiento microbiano y el sustrato que limita el
crecimiento. Los modelos matematicos son
importantes, ya que nos permiten correlacionar datos
experimentales, hacer una prediccion cuantitativa del
proceso y reducir costos en disefio experimental y de
proceso. Por lo que el objetivo del trabajo fue realizar
un modelo cinético de reaccidén para la produccion de
polihidroxialcanoatos a partir de azucar comercial
utilizando Bacillus subtilis.

Materiales y Métodos
Preparacion de medio de cultivo

La cepa Bacillus subtilis fue comprada en
presentacion de hisopo marca Kwin Stik, nimero de
lote 120-25-5. En una zona estéril, la bolsa de KWIK-
STIK con la cepa fue abierta y se saturd el hisopo con
el material hidratado. Se transfirié al medio con agar
nutritivo, se inoculé la placa por medio de un asa
esterilizada y se incubd a 37°C por 24 horas. En
triplicado, se inoculé en 200 mL de caldo nutritivo y
se colocé la suspensidon bacteriana en una
incubadora con agitacion. Cada hora se tomd una
alicuota de 25 pL y se realizaron conteos bacterianos
en camara de Neubauer. Se determiné que luego de
12 horas de fermentaciéon, se alcanzaba una

. . UFC .
concentracién bacteriana de 107H. El inoculo
usado para las experimentaciones fue de 5% v/v
(fermentacion realizada en medio nutritivo durante 12

horas).

Produccion de PHA en Erlenmeyers de 250 mL.

En triplicado, se pesaron dos distintas
concentraciones de azucar (20 g/L y 15 g/L) y se
afadié6 extracto de levadura como fuente de
nitrégeno para obtener relaciones en gramos de
carbono y nitrégeno (C:N) de 20:2 y 15:2. Se
suplemento con 5 g/L de cloruro de sodio y 190 mL
de agua desmineralizada a cada Erlenmeyer.

De igual forma, se pesaron estas cantidades en otros
Erlenmeyers, y se invirtid la solucion de azucar
comercial calentando a 80°C por una hora y agitando
a 250 rpm. Se utilizé acido sulfurico para disminuir el
pH a 1. Luego se neutralizé con hidréxido de sodio
1.0 M. Se verificé que la conversién de azucares
fuera mayor al 85% por medio de HPLC.

El medio se indculo con la solucion de Bacillus subtilis
para obtener un volumen total de 200 mL. Se
colocaron los Erlenmeyers en el agitador marca New
Brunswick Scientific Serie 25 con agitacion a 150 rpm
y temperatura a 37°C por 48 horas. Se tomd una
muestra al inicio y al final de 10 mL de la
fermentacion.

Produccion de PHA en Reactor Sartorius
BIOSTAT A plus

Para determinar el efecto en la relacion de la fuente
de carbono y nitrdgeno, se pesaron tres distintas
concentraciones de azucar (20 g/L, 15 g/L y 10 g/L).
Y se agregd 2 g/L de extracto de levadura como
fuente de nitrégeno para obtener relaciones en
gramos de fuente de carbono y nitrégeno (C:N) de
20:2, 15:2 y 10:2. Se suplementd con 5 g/L de cloruro
de sodio y 950 mL de agua desmineralizada. Las
mismas cantidades fueron pesadas e invertidas con
acido sulfurico.

El medio se indculo con la solucion de Bacillus subtilis
para obtener un volumen total de 1 L. Se configuro el
reactor para que operara a 150 rpm y temperatura a
37°C por 48 horas. Se tomd una muestra al inicio y al
final de 10 mL de la fermentacion.

Produccion de PHA en Reactor Bioflo 415

A partir de los resultados obtenidos en las previas
fermentaciones, se realizd6 en duplicado una
fermentacion con 20 g/L de azucar, 2 g/L de extracto
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de levadura, 5 g/L de cloruro de sodio y 9.5 L de agua
esterilizada.

El medio se indculo con la solucion de Bacillus subtilis
para obtener un volumen total de 10 L. Se fermenté
por 48 horas y se operd el reactor a 150 rpm y
temperatura de 37°C. Se tomo una muestra cada 3
horas de 50 mL en tubos Falcon.

Cuantificacion de nutrientes y analisis de PHA

Las muestras obtenidas, se centrifugaron a 4500
rem por 20 minutos en la centrifuga Eppendorf AG.
Con el sobrenadante obtenido se prepararon tres
tubos de ensayo con diferentes diluciones. El tubo 1
y 2, se realiz6 una dilucion 1:10 mientras que el tubo
3, una dilucion 1:1000. Se determiné los mg/mL de
carbono utilizando el tubo 3 y el total de nitrégeno
empleando el tubo 2, con el colorimetro Hatch.

El tubo 1 fue destinado a un analisis de HPLC para
determinar azucares totales y acidos organicos. El
detector de indice de refraccion empleado fue el P-
1200 marca Agilent y la columna utilizada fue la Hi-
Plex H vy, especifica para azucares y acidos
organicos, cuya fase movil fue agua filtrada con filtros
de 0.45 ym. De primero se filtraron las muestras con
filtros de 0.22 ym hacia los viales de cromatografia y
se coloco en el auto mostrador. Se inyecto 20 L de
las muestras, las cuales se bombean a 0.6 mL/min
durante 21 min a 40°C. Finalmente se reconocen los
compuestos por el indice de refraccion a 40°C.

El solido obtenido de la centrifugacion fue secado a
60°C y pesado, para determinar la cantidad de
células totales. Luego, se empled el protocolo de
purificacion y recuperacion de PHA de acuerdo con
Salmiati y colaboradores (2011). Luego de purificar la
muestra se pesé y se recolectd aproximadamente 0.5
g de PHA para realizar un analisis de FT-IR con un
espectrofotdbmetro marca Perkin Elmer modelo
Frontier IR/NIR systems para determinar su pureza.

Realizacion del modelo cinético

Los datos experimentales obtenidos en el tiempo
fueron introducidos en diferentes hojas de Excel bajo
los nombres: células, nitrégeno y PHA. Los archivos
fueron guardados como tipo CSV (Macintosh). Luego
se cargaron estos formatos a la aplicacion Berkeley

Madonna, para determinar las constantes del modelo
cinético por medio de simulaciones. Se partid
utilizando las ecuaciones de Monod y de Luedeking-
Piret, para la formacion de producto mixta asociada
al crecimiento. Ademas, el programa utilizé el método
numérico de Euler como herramienta para aproximar
los valores para las soluciones de las ecuaciones
diferenciales. Se realizaron simulaciones y se
ajustaron las variables manualmente. Luego de cada
simulacién, se modificaron las ecuaciones base para
ajustar compartimientos de transferencia de masa y
consumo de sustrato.

Analisis estadistico ANOVA

Para el analisis estadistico se utilizé EXCEL version
2021. Se empleod la herramienta analisis de datos y
se selecciond el andlisis de varianza de dos factores
con varias muestras por grupo. El nivel de confianza
seleccionado fue de 95%. Las dos variables
analizadas fueron el tipo de sustrato agregado
(sacarosa o sacarosa invertida) y la cantidad de este.

Resultados y discusion

Para evaluar el rendimiento global de produccion de
polihidroxialcanoatos con dos distintas fuentes de
carbono se empleé azucar comercial y azucar
invertida. Al observar el cuadro 1, se demuestra que
se obtuvo un rendimiento mas alto al utilizar sacarosa
comercial. El valor F obtenido (Cuadro 2) para el tipo
de sustrato es mayor que el valor critico. Por lo que
se rechaza la hipotesis nula, de que el tipo de
sustrato no iba a afectar la produccion de
polihidroxialcanoatos.

La azucar comercial es mas dificil de metabolizar
debido a que requiere de un paso mas para ser
incorporado a glucolisis. Este paso requiere de un
ATP extra, por lo que se gasta mas energia. Al
necesitar producir mas energia es necesario
consumir mas sacarosa, lo que resulta en la
acumulacion de Acetil-CoenzimaA (Verhaeghte,
Aerts, Diricks, Soetaert, & Desmet, 2014). Esto
produce que esta molécula sea destinada no solo a
ciclo de Krebs si no que a otras rutas como la de
produccion de polihidroxialcanoatos.

Por el contrario, la azucar invertida empleada esta
compuesta en su mayoria por glucosa y fructosa. La
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glucosa es una molécula, la cual es mas facil de exceso de esta en el medio contribuye a que la
metabolizar por la bacteria. Esta es utilizada bacteria la utilice para formar acidos organicos y otras
frecuentemente para la produccién de energia. El moléculas como PHA.

Cuadro 1. Rendimientos de la fermentacion de dos fuentes de carbono para la produccién de polihidroxialcanoatos
empleando Bacillus subtilis.

Concentracion
Sistema | Sustrato inicial sustrato Yys Yy
principal (g/L) % (m/m) % (m/m)
1 Sacarosa* | 19.5 9.16 6.55
+0.1732 +0.184 +0.095
2 Sacarosa* 14.5 12.8 3.36
+0.1732 +0.389 +0.043
3 Sacarosa 22.5 8.56 9.58
+0.1732 +0.148 +0.298
4 Sacarosa 14.6 8.31 4.80
+0.1732 +0.137 +0.161

Notacion: Y, ; rendimiento global de formacién de biomasa con respecto al consumo de sustrato; Y, , rendimiento
global de formacion de polihidroxialcanoatos con respecto al crecimiento bacteriano; Sacarosa*, representa que
fue hidrolizada; m/m, relacion masica. Se determind la desviacion estandar de las muestras.

Cuadro 2. Analisis ANOVA de los rendimientos globales de formacion de polihidroxialcanoatos con respecto al
crecimiento bacteriano.

Origen de las Suma de Grados de | Promedio F Probabil | Valor critico
variaciones cuadrados libertad de los idad para F
cuadrados

Peso sustrato inicial 38.33 1 38.33 13.82 0.005 5.31
Tipo de sustrato 16.01 1 16.01 5.77 0.04 5.31
Interaccion 4.18 1 4.18 1.51 0.25 5.31
Dentro del grupo 2217 8 2.77

Total 80.71 11

Los PHA se acumulan en condiciones de desequilibrio nutricional, generalmente donde existe un exceso de la
fuente de carbono con respecto a un nutriente limitante como el nitrégeno (Hye-Young, Hyeoncheol, So Young, &
Sang Yup, 2018). Para evaluar la relacién que existe entre el carbono y el nitrégeno en la produccion de PHA se
variaron las concentraciones de carbono manteniendo fijo la cantidad de nitrégeno.

Comparando las mejores condiciones variando la relacion carbono-nitrégeno utilizando sacarosa invertida y
sacarosa como sustrato, se obtuvo una mayor produccion de PHA utilizando sacarosa. Con una relacion de 263:1
(m/m) carbono-nitrégeno, se obtuvo una produccién de 0.0761 g/L PHA utilizando glucosa. Mientras que con una
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relacion de 300:1 (m/m) carbono-nitrégeno, se produjo 0.0905 g/L de PHA utilizando sacarosa (Cuadro 3). El valor
F (cuadro 2), obtenido para el tipo de sustrato es mayor que el valor critico. Por lo que se rechaza la hipétesis nula
de que el cambio de la relaciéon carbono-nitrégeno no va a influenciar en el rendimiento de produccion de
polihidroxialcanoatos.

Cuadro 3. Rendimientos de la fermentacion para la produccion de polihidroxialcanoatos empleando Bacillus
subtilis variando la relacion de carbono y nitrégeno.

Relacién
Carbono- Yy /s Yy /sn Yp/x
Sistema Sustrato Nitrégeno % (m/m) % (m/m) (m/m)
(m/m)
1 Sacarosa* 263 : 1 2.09 542.54 7.92
+0.1102 +8.7 * 10~5 +43 %107t +42 %1073
2 Sacarosa* 184 : 1 3.01 459.53 5.25
+0.0736 +1.3 %107 +3.3 %107t +4.3 %1073
3 Sacarosa* 113 : 1 2.33 311.93 16.49
+0.0446 +1.6x107* +2.3%10°? +6.9 %1073
4 Sacarosa 300:1 2.05 829.11 6.50
+0.1304 +6.6 %1075 +6.9 %1071 +3.2%1073
5 Sacarosa 179 : 1 1.74 308.03 10.11
+0.0733 +1.1*10~* +2.1%1071 +6.4 %1073
6 Sacarosa 83:1 4.82 367.43 3.08
+0.0304 +2.5%107* +2.5 %107t +5.2 %1073

Notacion: Y, ;. rendimiento global de formacién de biomasa contra consumo de carbono; Y, /s, rendimiento global
de formacion de biomasa contra consumo de nitrégeno total; Y, , rendimiento global de formacion de
polihidroxialcanoatos contra crecimiento bacteriano; Sacarosa*, representa que fue hidrolizada; m/m, relacién
masica molecular. Se determind la propagacion de error.

Se puede observar, en general, que se obtiene una
mayor produccion de PHA al tener una mayor
concentracion de carbono en el medio segun la figura
2. Al empezar a escasear el nitrégeno en el medio, la
bacteria empieza la produccion de los
polihidroxialcanoatos. El excedente de carbono lo

utiliza para la producciéon de PHA, para tener una
reserva de energia cuando la bacteria se quede sin
sustrato limitante. Por lo que, al haber mas carbono
en el medio, mayor cantidad de polihidroxialcanoatos
puede producir

Figura 2: Ajuste de modelo cinético con Berkeley Madonna a los resultados experimentales de crecimiento

bacteriano, consumo de nitrégeno y produccion de PHA.
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Notacion: #PHA, produccion de polihidroxialcanoatos en el tiempo experimental; #Celulas, produccién
de Bacillus subtilis en el tiempo experimental; #Nitrogeno, consumo de nitrégeno en el tiempo experimental;
Cs:1, ajuste de consumo de nitrégeno; Cn:1, ajuste de produccion de Bacillus subtilis; Cp:1, ajuste de produccién
de polihidroxialcanoatos.

Para la propuesta del modelo de la cinética se utilizé
sacarosa como sustrato en lugar de glucosa, debido
a los mejores rendimientos obtenidos en la
produccion de PHA realizados en Erlenmeyers y en
el reactor SARTORIUS BIOSTAT Aplus. Se utilizaron
las ecuaciones cinéticas 1, 2 y 3 en funcion del
tiempo para expresar diferentes fendmenos de la
reaccion de produccion de los polihidroxialcanoatos.
Las constantes cinéticas fueron obtenidas por medio
de simulaciones utilizando el software Berkeley
Madonna.

Se puede observar en la ecuacion 1, que la
generacion de biomasa en el tiempo equivale a su
concentracion por la tasa de crecimiento especifico
en el tiempo. La tasa de crecimiento especifico
depende de los coeficientes . VK, la
concentracién de nitrégeno en instantes concretos y
el tiempo de fermentacion. Se obtuvo un valor de
Umax de 0.13967 1y un Ks de 0.01256 g/L por lo
que Bacillus subtilis. Entre mas cercano es el valor de
Ks a 0, mayor es la afinidad por el sustrato
(Levenspiel, 1999).

La ecuacidon para el consumo de nitrégeno se
observa en la ecuacion 2, donde el consumo de este

equivale al negativo de la velocidad especifica por la
concentracion de células en un tiempo determinado
dividido dentro el factor de rendimiento de biomasa
mas un ajuste de aceleracion de consumo de
nitrogeno. Se obtuvo un factor de rendimiento de

de Célul . .
8.84591 L2 . o] organismo solo necesita

g de nitrégeno’
trazas de esta molécula para poder reproducirse si se
compara con el consumo de sacarosa.

Para el ajuste de aceleracion de consumo de
nitrégeno, se obtuvo para la constante “a” un valor de

-O.OOSL% y para la constante “k” un dato de -

0.20273 h~1. Al ser “a” un valor cercano a cero, esta
constante va a acelerar el consumo de nitrégeno al
principio del modelo. Esta correccion es necesaria
debido a que al principio de la fermentacién hay una
mayor cantidad de sustrato, por lo que va a haber un
mayor consumo del mismo.

Finalmente, para la produccion de
polihidroxialcanoatos se planteé la ecuacion 3. Para
la constante cinética asociada a la produccion de
PHA se obtuvo un valor de 0.00372 % . Esta

constante representa la producciéon de PHA durante
la fase estacionaria. El microorganismo comienza a
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producir el producto intracelular durante la fase
exponencial, pero cuando llega a la fase estacionaria
se produce un incremento en la produccién. Esto se
debe a que empiezan a escasear los nutrientes por lo
que la bacteria se ve en la necesidad de producir
cadenas largas de carbonos, para poder degradarlas

en un futuro para usarlas como fuente de energia. Se

obtuvo un rendimiento de 0.09198 “",P—HA. Este se
g Biomasa

puede considerar como bajo debido a que en la

literatura se observan rendimientos mayores a 0.4
g PHA

g Biomasa’

En un estudio realizado por Ipsita Panda vy

colaboradores, se obtuvo un rendimiento de 0.3047
g PHA

g Biomasa
sustrato. En esta experimentacion se mantuvo un pH
de 7.4, una velocidad de agitacion en el reactor de
120 rpm, y una aireacion de 0.25 vvm (Panda,
Balabantaray, Sahoo, & Patra, 2017). Mantener el pH

utilizando Bacillus subtilis y glucosa como

les permitid, que no hubiera una acidificaciéon del
medio por lo que no hubo inhibicién de crecimiento
por este motivo. Este factor y la aireacion, fomenté el
crecimiento bacteriano por lo que hubo una mayor
biomasa al momento que empezd a escasear el
nitrégeno en el medio.

Para mejorar la experimentacién realizada en la
Universidad del Valle, se recomienda mantener el pH
constante durante la fermentacion para evitar la
inhibicion por acidificacion del medio para obtener
una mayor cantidad de biomasa. Otra opcion seria
realizar fermentaciones previas donde el medio sea
rico en nutrientes para que exista la mayor division
celular posible. Alcanzar una biomasa mayor a 5 g/L
y luego fermentar en un medio con limitante de
nitrégeno. Este paso extra supondria una mayor
cantidad de células, por lo que al entrar en
condiciones de estrés habria una mayor acumulacién
de PHA por ende, un mayor rendimiento.

Cuadro 4. Ecuaciones cinéticas empleadas para el desarrollo del modelo cinético de reaccion.

Numero Ecuacién Variables Descripcion
empleada
u = velocidad de crecimiento Ecuacion cinética de crecimiento
1 ac, C, = Concentracion de células microbiano en funcion del tiempo para la
ar M Cn produccion de polihidroxialcanoatos
empleando Bacillus subtilis
u = velocidad de crecimiento Ecuacion cinética de consumo de
2 dCs Cn = Concentraciéon de células nitrégeno en funcion del tiempo para la
dr Vs = produccion de polihidroxialcanoatos
i+ & + Factor de rendimiento biomasa empleando Bacillus subtilis
Yes contra consumo de nitrégeno
a x (eXTME) a = Constante asociada a
consumo de nitrégeno
k = Constante asosicada a
consumo de nitrégeno
TIME = Tiempo
u = velocidad de crecimiento Ecuacion cinética de la formacion de
3 dﬁ _ C, = Concentracién de células polihidroxialcanoatos empleando
dt Y,x = Factor de rendimiento Bacillus subtilis
pox G x Ypr +ix Gy polihidrohizalcanoatos
i = Constante asociada a
formacion de PHAs
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Todas las muestras de PHA fueron analizadas con
espectroscopia infrarroja (cuadro 4). Se obtuvo picos
en alrededor 2900 y 2800 cm-1 que corresponden al
enlace simple carbono-carbono y al enlace simple
carbono-hidrégeno. Entre mas grande los picos de
este rango, mas grande es la cadena de carbonos
formada por la bacteria de PHA.

Ademas, se puede observar el pico caracteristico del
doble enlace oxigeno en 1724 cm-1. Este ocurre

Figura 3. Analisis por FT-IR de muestra de PHA.

debido a que los polihidroxialcanoatos son un tipo de
hidroxiacidos. También se tienen lecturas en
alrededor de 3330 cm-1 que representan el enlace
oxigeno-hidrégeno. Por las lecturas obtenidas, se
puede afirmar que se obtuvo una molécula con los
picos caracteristicos de PHA a partir de Bacillus
subtilis utilizando sacarosa, extracto de levadura y
cloruro de sodio como medio.
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Notacion: PHA milky White, muestra comercial; PHA transparente, muestra comercial; Muestra 4 PHA,
muestra obtenida de experimentacion realizada en Reactor Bioflo 415.

Conclusiones

Se obtuvo un mayor rendimiento de formacién de
polihidroxialcanoatos contra consumo de sustrato de
0.0958 (m/m) al utilizar 22.5 g/L de sacarosa y se
alcanzé un mayor rendimiento de formacion de
biomasa con respecto al consumo de sustrato de

0.0916 (m/m) al emplear 19.5 g/L de sacarosa
invertida. Ademas, se alcanzé un mayor rendimiento
de 0.0792 (m/m) para la produccion de
polihidroxialcanoatos empleando una relacién 263:1

b - . .
(22222 utilizando  sacarosa invertida  como

g nitrégeno

sustrato y un mayor rendimiento de 0.0649 (m/m) con
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una relacion de 300:1

g carbono
(=—=——) usando sacarosa

g nitrégeno
como sustrato en las condiciones evaluadas.
Finalmente se determind un modelo cinético de
fermentacion, en donde se definid el crecimiento
bacteriano dependiente del tiempo de fermentacion,
el consumo de sustrato limitante en tiempo especifico
y la produccion de polihidroxialcanoatos en el tiempo
(ecuaciones 1, 2 y 3 de la seccion de resultados y
discusion); modificando el modelo de Monod con
factores de aceleracion de consumo de sustrato y
factores de fase de crecimiento celular.

Anexos

Figura 4. Cadigo utilizado en programa Berkeley
Madonna para la obtencién de parametros cinéticos.

Berkeley 3.mmd (modified)
METHOD RK4

STARTTIME=0
STOPTIME =36
DT=0.02

{Type Equations Here.}

u = umax*((Cs-b)/((Cs-b)+Ks))
Rn=u*Cn

Rs=-Rn/Yxs

Rp=Rn*Ypx

umax = 0.13967
Ks=0.01256
Yxs = 8.84591
Ypx=0.09198
b=0.10424
1=0.00372
=2.7182818284
-0.008
-0.

20273

a
k

INIT Cs =025
INIT Cn=0.07
INIT Cp=0

d/dt(Cn)=Rn
d/dt(Cs) = Rs +a*(e"(k*TIME))
d/dt(Cp) =Rp+*Cn
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