Evaluacion de la capacidad de Bacillus megaterium recombinante BmGD
para la produccion de polihidroxibutirato a partir de glicerol residual

Betancur Valentina, Bonilla Sara, Gomez Javier, Yepes Maria, Mora Amanda

En este estudio se evallo la produccion de polihidroxibutirato (PHB) a partir de
glicerol residual de la produccién de biodiesel de aceite de palma, utilizando una
cepa modificada genéticamente (Bacillus megaterium BmGD) para conferirle la
capacidad de sobreexpresar la enzima glicerol deshidrogenasa, involucrada en la
incorporacion de glicerol a la ruta de la sintesis de PHA en Bacillus megaterium.
La investigacion siguio un disefio estadistico para evaluar diferentes condiciones
operacionales (temperatura, fuente de carbono y fuente de nitrégeno) en
fermentaciones tipo batch a escala de laboratorio, utilizando matraces de 100 mL.
El bioproceso también se desarroll6 a escala banco utilizando biorreactores de 5
L. En los ensayos en matraces se evalud la produccion de polihidroxibutirato
(PHB), la produccion de biomasa y el consumo de nitrdgeno a diferentes
concentraciones de glicerol residual (20; 40 y 60 g L), sulfato de amonio
(NH4)2S04 (0; 0,4y 0,8 g L'1) y temperaturas (30; 33 y 35°C). La mayor produccion
de biomasa fue de 3,75 g Lt a 20 g L de glicerol residual; 0,8 g L' de (NH4)2S0O4,
y 35°C para un tiempo de fermentacién de 33 h. Para la produccion de PHB se
encontré que los valores éptimos eran 60 g L™ de glicerol residual, 0,8 g L* de
(NH4)2S0a4, a 35°C durante 24 h de fermentacion, generando 14,66 ppm de PHB.
Para los ensayos tipo banco la produccion de PHB represent6 el 17,3% del peso
seco celular, bajo las siguientes condiciones: glicerol residual 20 g L, 35°C y 24
h.
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INTRODUCCION

Se estima que el 99 % de los plasticos son derivados del petroleo, el gas natural
o el carbdn, recursos no renovables. De otro lado, anualmente se producen 300
millones de toneladas de residuos plasticos, de las cuales se recicla un 9 %, el 12
% es incinerado y el 79 % termina en vertederos o en el medio ambiente (United
Nations Environment (ONU), Programme, 2018). Esto genera gran preocupacion,
pues los procesos de degradacion son extremadamente lentos y hacen que los
plasticos simplemente se conviertan en particulas y fibras microscépicas (Rojo-
Nieto y Montoto, 2017). Lo anterior, indica que este material nunca desaparece,
solamente se vuelve mas pequefio, generando una acumulacion, incluso dentro
del cuerpo humano. Las basuras y microparticulas de plastico afectan de manera
significativa a organismos y ecosistemas marinos, causando muertes por
atrapamientos, sofocacion o ingestion de este material (Gregory, 2009).

La presencia de residuos plasticos en los ecosistemas tiene graves repercusiones
ambientales, econémicas y en la salud de los seres vivos. Ante esto, se han
propuesto alternativas para hacerle frente a esta problematica, entre estas el uso
de biopolimeros biodegradables entre los que se destacan los PHA. Los
polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros biodegradables y biocompatibles que
pueden ser sintetizados por diferentes microorganismos presentes en el medio
ambiente, como reservas de carbono y energia. Gracias a sus propiedades
fisicoquimicas y termomecanicas, estos bioplasticos, podrian reemplazar a los



plasticos derivados del petrdleo (Verlinden et al., 2007). En este estudio, se evaluo
la produccion de un tipo de PHA, el polihidroxibutirato (PHB) sintetizado por la
cepa recombinante Bacillus megaterium BmGD y se buscO establecer las
condiciones de operacion (temperatura, concentracion de nitrogeno y
concentracion de glicerol) que maximizaran los rendimientos en la produccion de
biomasa y PHB.

OBJETIVO

Evaluar el efecto de diferentes combinaciones entre temperatura, concentracion
de nitrégeno y concentracion de glicerol residual sobre los rendimientos en la
produccion de biomasa y de PHB, del sistema B. megaterium BmGD: glicerol
residual.

MATERIALES Y METODOS

Cepa bacteriana'y medios de activacion

Para el desarrollo del presente estudi6 se empled la cepa recombinante B.
megaterium BmGD de la coleccién del grupo de investigacion Produccion,
estructura y aplicacion de biomoléculas (PROBIOM), construida por Gomez et al.
(Gémez et al., 2019), a partir de una cepa nativa de B. megaterium
LVNO1(Sanchez et al., 2012). Las células se cultivaron en medio LB para su
activacion, compuesto por 1 % de bacto-triptona, 0,5 % de extracto de levadura y
1 % de NaCl. El medio fue suplementado con cloranfenicol a 5 ug mL* (Cms) e
incubado a 37°C.

Produccién de PHB

Se realizaron fermentaciones en matraces de 100 mL con un volumen de trabajo
de 10 mL, para la produccion del polimero empleando un medio minimo de sales
(MSM) cuya composicion fue: Na,HPO4 3,6 g L%, KH,PO4 1,5 g L%, MgS0a4.7H20
0,2 g L%, solucién de elementos traza (SET) 1 mL L, y Cms, suplementados con
concentraciones variables de (NH4),SOa4 (0, 0,4y 0,8 g L) y glicerol residual (20,
40, y 60 g L1). Para la sobreexpresion de la enzima glicerol deshidrogenasa
(BmGD) se agrego el inductor isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido (IPTG), a una
concentracion 1 mM. Los cultivos se incubaron en diferentes temperaturas (30, 33
y 35°C), durante tres tiempos diferentes (24,33, 48 h).

Procedimientos analiticos

Determinacion de biomasa y extracciéon de PHB

La obtencién de la biomasa se hizo mediante el método de peso seco de las
células (PSC). Para ello, se tomaron muestras de los medios de cultivos a
diferentes tiempos de fermentacion y se centrifugaron durante 15 min a 8000 xg y
4°C. El sobrenadante se uso para la cuantificacion de nitrogeno. La biomasa se
congeld y se liofilizé, para luego determinar el PSC. La extraccion de PHB se
realiz6 por el método propuesto por Jacquel et al. (Jacquel et al., 2008) con
algunas modificaciones. Las mezclas de biomasa:hipoclorito de sodio:cloroformo
se agitaron a 300 rpm y 40°C, durante 3 h, posteriormente se centrifugaron
durante 10 min a 10000 xg y 4°C, para separar las dos fases, recuperando y
filtrando el cloroformo que contenia el biopolimero.

Cuantificacion de PHB

La cuantificacién se llevo a cabo con el método del &cido crotdénico descrito por
Law y Slepecky (Law y Slepecky, 1961). La curva de calibracion se construyo a
partir de soluciones de PHB puro.



Cuantificacion de nitrogeno amoniacal

La cuantificacion de nitrégeno se realizé segun el método de Berthelot (Solérzano,
1969). La cual consiste en la cuantificacién por espectrofotometria (A= 640 nm)
del colorante azul de indofenol, el cual resulta de la reaccion entre el fenol, el
hipoclorito de sodio y el amonio, catalizada por el nitroprusiato de sodio. La curva
de calibracion se construyd usando soluciones de (NH4),SO4 de concentraciones
entre 0,5 - 4,0 ppm.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos durante el desarrollo de los disefios experimentales, fueron
analizados utilizando el programa STATGRAPHICS®. Con la ayuda de este
programa se realizaron los analisis de varianza (ANOVA) usando un nivel de
significancia de p <0,05 y se graficaron las superficies de respuesta y los efectos
principales de las variables evaluadas. Las variables respuestas en estos estudios
fueron la produccién del biopolimero y la obtencion de biomasa.

Escalado areactor de 5L

Se llevaron a cabo fermentaciones en biorreactor de tanque agitado a una
temperatura de 30°C y una agitacibon de 250 rpm en el MSM descrito
anteriormente, con 0,8 g L' de (NH4),SO4 y 20 g L de glicerol residual. Se
tomaron muestras cada 3 horas para realizar la curva de crecimiento. La
determinacién de la biomasa, la produccién de PHB y la concentracién de
nitrégeno amoniacal se realizaron como se describi¢ en las secciones anteriores.

RESULTADOS

Determinacion de biomasa

La maxima produccién de biomasa fue de 3,75 g L, a las 33 h de fermentacion,
con una temperatura de 35°C, en un medio de cultivo con 20 g L™ de glicerol y 0,8
g L't de (NH4),S0a.

Cuantificacion de PHB

La maxima produccion de PHB fue de 14,66 ppm, a las 24 h de fermentacién, con
una temperatura de 35°C, en un medio de cultivo con 60 g L de glicerol y 0,8 g
Lt de ((NH4),SOa.

Cuantificacion de nitrégeno amoniacal

En todos los ensayos se obtuvieron concentraciones finales de nitrogeno
amoniacal cercanas a cero, independientemente de la concentracion de nitrégeno
inicial en el medio.

Escalado areactor de 5L

Se observo una etapa de crecimiento exponencial del microorganismo entre las
20y 33 h. La maxima produccién de biomasa fue de 3,3 g L%, a las 33 h. El tiempo
optimo para la produccién del polimero fue a las 24 h, con 0,57 g L* de PHB.

DISCUSION

El glicerol residual es un sustrato favorable para el crecimiento del microorganismo
y la produccion de PHB (Gbémez et al.,, 2016); Sin embargo, como puede
observarse en el estudio, cuando se encuentra en altas concentraciones puede
generar un efecto inhibitorio para la produccion de biomasa.

La produccion de PHB en el sistema BmGD:glicerol residual no fue tan alta como
se esperaba, obteniendo 14,66 ppm de PHB con un rendimiento de 1,21%; cuando



se han reportado hasta 3,06 g L™ para la produccién de biomasa en B. megaterium
nativo (Gomez et al., 2016) con un rendimiento de hasta el 86,69%.

En el estudio se usO (NH4),SO4 como uUnica fuente de nitrébgeno, para la
fermentacion. La cantidad de biomasa obtenida permite confirmar que, a
diferencia de la cepa parental de B. megaterium, la cepa recombinante no requiere
extracto de levadura para su crecimiento, lo que tiene un impacto positivo en los
costos del proceso, representando una ventaja para la produccion industrial de
PHB.

En todos los analisis realizados, se evidencia un consumo casi total del nitrégeno
después de 24 h, por lo que es pertinente realizar otros estudios con el fin de
verificar que la fuente de nitrogeno ((NH4),S0O4) no sea un limitante o inhibitorio
para el crecimiento de la cepay la produccion de PHB.

CONCLUSIONES

El sistema B. megaterium BmGD:glicerol residual puede llegar a ser una buena
alternativa frente al sistema de la especie nativa, al tener la ventaja de no
depender del extracto de levadura para el crecimiento de la biomasa.

Al desarrollar el disefio experimental para evaluar las concentraciones de glicerol
y nitrégeno, la temperatura y el tiempo de proceso, requeridos para una
produccion éptima de PHB, se obtuvo como mejores condiciones operacionales:
60 g L*de glicerol y 0.8 g L' de nitrégeno y 33 h de fermentacién a 35°C.
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