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Resumen

RESUMEN

La celulosa bacteriana es un polimero obtenido por fermentacion con
microorganismos de diferentes géneros, de los cuales el mas eficiente que se ha
encontrado hasta el momento es Gluconacetobacter xylinum. Este polimero
presenta excelentes propiedades fisicoquimicas que lo hacen atractivo para
diferentes aplicaciones, sin embargo, su rendimiento es bajo para pensar en
producirlo a gran escala y por tal motivo se hace necesario desarrollar alternativas
que permitan incrementar su produccién. Entre las alternativas se encuentran,
utilizar diferentes sustratos, inductores y recientemente nuevas especies

productoras.

Para el caso de nuevas especies productoras, es importante encontrar las
principales variables que intervienen en la sintesis de la celulosa. Por tal motivo en
esta investigacion se determinaron las condiciones requeridas en el medio de cultivo
para la produccién de celulosa bacteriana por la cepa recientemente aislada
Gluconacetobacter medellinensis. Se parti6 de un medio de cultivo comercial
(Hestrin—Schramm — HS) al cual se le vario la fuente de carbono por glucosa,
fructosa y sacarosa en concentraciones de 1, 2 y 3 % y se determind la cinética de
consumo de carbono y nitrégeno durante la produccidn de celulosa en diferentes
tiempos de fermentacion. El efecto de estas condiciones, se evalu6é sobre la

cantidad de celulosa producida en peso seco.

Partiendo del hecho de que el tipo y la concentracion de la fuente de carbono tienen
una influencia crucial en el crecimiento del microoganismo y por lo tanto en la
produccion de CB, en esta investigacion se determiné que G. medellinensis
presentd una mayor afinidad por la glucosa, ya que con esta fuente de carbono se
obtuvo mayor crecimiento expresado en UFC/mL, seguida de la sacarosa y la



fructosa. Con la glucosa se obtuvo la mayor produccién de biomasa 6,47 x 10°
UFC/ml, el tiempo de duplicacion del microorganismo fue también el mayor 6,16 h
y por lo tanto los bacilos alcanzaron un mayor crecimiento 1,39 um, ademas con
glucosa al 2% se obtuvo la mayor cantidad del polimero 3,1 g/L. Asi mismo, se
estableci6 un protocolo para determinar la cinética de crecimiento de este
microorganismo y en las curvas obtenidas se encontré que la velocidad especifica
de crecimiento fue menor en el medio con glucosa (0,11 h), lo cual puede incidir
directamente en que la densidad de las nanocintas de celulosa en las membranas
sea menor, porque hay menos generacion de nodos por area durante la division

celular, que en el caso de la fructosa y la sacarosa.

Palabras claves: Celulosa bacteriana, Gluconacetobacter medellinensis

fermentacion estatica, membranas de celulosa.



Abstract

ABSTRACT

Bacterial cellulose (BC) is a polymer obtained through fermentation with different
microorganism strains, the most efficient is the Gluconacetobacter xylinum. This
polymer contains excellent physical and chemical properties that make it attractive
for different applications. However, its efficiency is low to produce BC at large scale
and is necessary to develop alternatives that allows increase its yield. Such as using
different substrates, inducers and, more recently, new productive species.

In case of new productive species, it is paramount to find the main variables that
intervene in cellulose synthesis. For this reason, in this study, the growth conditions
required in culture medium for BC production by Gluconacetobacter medellinensis
were determined. The starting point was a commercial culture (Hestrin—Schramm —
HS) whose carbon source was varied by glucose, fructose, and saccharose in 1, 2
and 3% concentrations, and the carbon and nitrogen consumption kinetics was
determined during the cellulose production in those different types of fermentation.
The effect of these conditions on the amount of cellulose produced in dry weight was

assessed.

Considering the fact that the type and concentration of the carbon source have a
crucial influence in microorganism growth and therefore in the production of BC, this
study determined that G. medellinensis presented greater affinity for glucose, since
with this carbon source a higher growth defined in CFU/mL was obtained, followed
by saccharose and fructose. With glucose, the highest biomass production was
obtained (6,47 x 10° CFU/mL), the duplication time of the microorganism was also
the highest (6,16 h)and hence the bacillus reached a higher growth (1,39 um).
Furthermore, with 2% glucose the greatest amount of BC p was attained (3,1 g/L).
Besides, a protocol to determine the kinetics of this microorganism growth was
established. In the obtained curves it was found that the specific growth speed was



lower in the glucose medium (0,11 h't), which may directly influence the fact that the
cellulose nanoribbons density in the membrane is lower as there its number of of
nodes per area generated during cell division than in the case of fructose and

saccharose.

Key words: bacterial cellulose, Gluconacetobacter medellinensis, static

fermentation, cellulose membranes.



Introduccién

1. INTRODUCCION

La celulosa es el biopolimero mas abundante en el mundo, anualmente se producen
10! toneladas y puede ser producida por plantas, algunas algas y algunos hongos
y bacterias. Por su disponibilidad, la mas usada es la de origen vegetal que se extrae
mediante el uso de tratamientos quimicos para eliminar otros componentes como
lignina y hemicelulosa, los cuales se encuentran adheridos naturalmente al polimero
y al ser removidos incrementan el costo de obtencion de la celulosa ademas de
generar cargas contaminantes al ambiente (Chavez et al., 2004;Ross et al., 1991;
Ping & Brown, 1996).

Debido a estas razones, la celulosa de origen bacteriano (CB) ha ganado
importancia ya que presenta la misma estructura quimica que la celulosa vegetal
pero a diferencia de ésta es quimicamente pura, presenta un mayor grado de
cristalinidad y mejores propiedades mecanicas (Chawla et al., 2009; Stanislaw et
al., 2005). En este sentido, la CB es atractiva para diferentes industrias, como las
de alimentos, biomédica, cosmética y de empaques, entre otras (Staiger et al., 2007,
Slusarska et al., 2008; Chawla et al., 2009).

La CB se ha obtenido tradicionalmente por cepas aisladas de frutas y verduras en
descomposicion, alimentos fermentados y vinagre, entre otros; entre ellas
Gluconacetobacter xylinum se considera, hasta el momento, la especie bacteriana
mas eficiente y por lo tanto es la mas estudiada para la produccion de CB (Trovatti
et al., 2011). Estas bacterias son estrictamente aerobias y son capaces de generar
celulosa como un producto extracelular en medios estaticos (interface aire-medio) o
agitados, a temperaturas entre 25y 30 °C y pH entre 4 y 7 (Iguchi et al. 2000). Son
capaces de utilizar como fuentes de carbono azlUcares como glucosa, fructosa,

sacarosa, manitol y sorbitol, entre otros (Chawla et al., 2009; Bielecki et al., 2005).



Es asi como en los ultimos afos, diferentes investigadores se han preocupado en
encontrar cepas bacterianas capaces de producir celulosa o en modificar las
existentes para aumentar la produccién de la misma (Trovatti et al., 2011; Kurosumi
et al.,, 2009); sin embargo, la busqueda de cepas y alternativas que permitan
aumentar la disponibilidad de la CB y por tanto incrementar su uso a nivel industrial

aun es un reto para la biotecnologia.

En Medellin, Colombia, el Grupo de Investigacion sobre Nuevos Materiales
(GINUMA) de la Universidad Pontificia Bolivariana (UPB) ha venido estudiando
recientemente una cepa nativa llamada Gluconacetobacter medellinensis, la cual
fue aislada a partir de un vinagre de frutas encontrado en la plaza minorista de la
ciudad (Castro, 2012; Castro et al., 2012).Esta cepa abre nuevas perspectivas al
estudio de la sintesis de CB debido a su capacidad de producir celulosa a pH acidos
menores a 4 (Castro, 2012) donde otras especies bacterianas, hasta ahora
encontradas y estudiadas, inhiben su metabolismo celular y por lo tanto la
produccion de celulosa es interrumpida (Gromet & Hestrin, 1963; Hestrin &
Schramm, 1954; Klemm et al., 2001).

Debido a la importancia y perspectivas de estudio de G. medellinensis, en esta
investigacién se valida un protocolo para la cuantificacién de su concentracién en
una fermentacion liquida, que permita evaluar su crecimiento en tres diferentes
fuentes de carbono (glucosa, fructosa y sacarosa) y relacionarlas directamente con
las rutas metabdlicas del microorganismo, ya que este comportamiento metabdlico
se relaciona con la cantidad de celulosa producida por el microorganismo en cada
una de las fuentes de carbono analizadas y con su estructura morfolégica y por lo
tanto se puede determinar las condiciones de cultivo necesarias para obtener
mayores rendimientos y mejores caracteristicas funcionales (dependiendo de las

necesidades) de CB.

Objetivos de la Investigacion



2. OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

2.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar las condiciones de cultivo para la produccion de celulosa bacteriana
(CB) por la cepa nativa Gluconacetobacter medellinensis, empleando un medio de

cultivo de composicién definida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Establecer un protocolo para la cuantificacion de biomasa de
Gluconacetobacter medellinensis producida durante una fermentacion
liquida.

e Determinar la cinética de crecimiento de Gluconacetobacter medellinensis en
un medio de cultivo de composicién definida.

e Establecer la fuente de carbono y su concentracién para la produccion de
celulosa bacteriana por Gluconacetobacter medellinensis.

e Evaluar el consumo de la fuente de carbono y nitrdgeno durante la
produccion de celulosa bacteriana en medio HS modificado.

e Caracterizar morfolégicamente las membranas de celulosa obtenidas con las

diferentes fuentes de carbono.

Revisién Bibliografica



3. REVISION BIBLIOGRAFICA

La tendencia mundial estd encaminada a la proteccién y conservacion del medio
ambiente y al cuidado de la salud de los consumidores (El-Saied et al., 2004). Es
por esto que en los Ultimos afios se vienen desarrollando materias primas
biodegradables y de origen natural como alternativa para muchas aplicaciones
industriales. En este sentido, el interés en el uso de polimeros de origen biolégico
como alternativa a los provenientes del petréleo ha incrementado
considerablemente afio tras afio, como es el caso en particular de la celulosa (Ross
et al., 1991).

3.1 CELULOSA

La celulosa es el biopolimero mas abundante sobre la tierra con un estimado de
10! t por afio, es el principal componente estructural de las plantas (dependiendo
del tipo de planta puede constituir hasta el 50 % de la biomasa vegetal) y de algunos
animales (Tunicidae), ademas, puede ser producida por hongos (Dictyostelium) y
bacterias (Agrobacterium, Rhizobium, Gluconacetobacter) (Cheng et al., 2006; El-
Saied et al., 2004; Williamson, 2002; Zhang, 2006; Zuluaga et al., 2007; Chavez et
al., 2004; Reteqi et al., 2010).

La celulosa es un homopolimero lineal de alto peso molecular formado por unidades
de glucosa unidas entre si por enlaces -(1-4) glucosidicos (Figura 1) (Souza et al.,
2004; Cheng et al., 2006). Su composicion elemental (43,6 - 45% carbono, 6 - 6,5%
hidrogeno y el remanente oxigeno) fue determinada por Payén en 1838 y a partir de
entonces se concluy6 su formula empirica (CeH100s)n, donde “n” es el nimero de
unidades de glucosa que se repiten en la cadena de celulosa comunmente conocido
como grado de polimerizacién (DP). Dependiendo del origen y los métodos de

extraccién es posible obtener celulosa con DP desde 10.000 hasta 300. Cada



unidad de glucosa presenta tres grupos hidroxilo (uno primario y dos secundarios)
que son capaces de interactuar formando puentes de hidrégeno intra e inter-
moleculares con cadenas de celulosa adyacentes y por lo tanto son los
responsables de la formacion de la estructura supramolecular y del comportamiento
fisico, morfolégico y quimico de la celulosa (Castro, 2012; Chavez et al., 2004;
Zuluaga et al., 2007; Chavez et al., 2004; Retegi et al., 2010).

& 13
H:COH H OH H:COH H OH
H '] 0 o [ .a.. H H [ 0 o ] 2 H
H + OH H - H " OH H>
, OH H H ., OH H H
O ) H H 5 o] ‘-D-' w1 H H 5 o o

Figura 21. Estructura molecular de la celulosa (adaptada de Castro, 2012).

Ademas de las caracteristicas antes mencionadas la celulosa es renovable, requiere
un bajo consumo de energia para su biosintesis, no es abrasiva, y presenta buenas
propiedades mecanicas que la han llevado a ser utilizada como materia prima en la
fabricacion de materiales de construccion, refuerzo en materiales compuestos,
fabricacion de papel, produccion de diafragmas de alta sensibilidad en micréfonos
y audifonos, como aditivo para pinturas, cuero, textiles, en la industria plastica,

cosmética y de alimentos (Chavez et al., 2004; Cheng 2006; Zuluaga et al., 2007).

Debido a su disponibilidad la mas utilizada es la celulosa de origen vegetal (CV), la
cual se encuentra acompafnada de otros componentes como hemicelulosas, ligninas
y ceras que deben ser eliminados con tratamientos quimicos y mecanicos. Estos
tratamientos deterioran la fibra y adicionalmente, ocasionan descargas
contaminantes para el medio ambiente. Por tal motivo en los ultimos afios se ha
venido estudiando la celulosa de origen bacteriano como fuente alternativa a la de

origen vegetal (Stanislaw et al., 2005; El-Saied et al., 2004).



3.2 CELULOSA BACTERIANA (CB)

La CB fue identificada por primera vez en Europa en el afio de 1886 por A. J. Brown
durante la fermentacion del mosto de cerveza para la produccion de vinagre, donde
se observo que la sustancia conocida como “vinegar plant”tenia la misma estructura
molecular y polimérica que la celulosa de origen vegetal, pero a diferencia de ésta
es quimicamente pura (libre de lignina y hemicelulosa) y presenta diferente

estructura morfolégica y cristalina (Brown, 1886; Chawla et al., 2009; Castro, 2012).

Como se observa en la Figura 2, las bacterias forman la celulosa como un producto
extracelular, el cual es extruido al exterior de la célula por poros presentes en su
membrana celular. A través de cada poro la bacteria extruye las cadenas
poliméricas que se unen formando subfibrillas (10-15 cadenas). Estas subfibrillas se
ensamblan formando nanofibrillas (3-4 nm de espesor) que a su vez se unen para
formar una cinta con un ancho de entre 40 y 60 nm. Debido a esta estructura
supramolecular, la celulosa es un polimero semicristalino que dependiendo del
método de extraccion puede tener 6 formas polimorficas. En su estado original o
“nativo” ésta presenta polimorfismo | con una mezcla de dos alomorfismos lay IB y
la relacién la/IB varia con el origen, de tal forma que la CV es rica en el alomorfismo

IB, mientras que la CB es rica en el alomorfismo la (Chavez et al., 2004).
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Figura 22. Formacion de celulosa a partir de bacterias (adaptada de Carrefio,
2011)

Las cintas de CB conforman una red durante la division celular, para la cual, antes
de la mitosis la bacteria duplica el nimero de poros de tal forma que las células hijas
presenten el mismo nimero y por tanto generan cintas del mismo ancho. Con la
divisién se genera un nodo en la cinta lo que da como resultado una densa red que
finalmente constituye la membrana macroscopica que se observa en la superficie
de los medios de cultivo liquidos (Figura 3a) (Stanislaw et al., 2005; Budhiono et al.,
2000; El-Saied et al., 2004).




Figura 23. Morfologia macroscopica de celulosa a partir de bacterias en medio
estatico (a) y en medio agitado (b) (adaptada de Stanislaw et al., 2005)

Como se observa en la Figura 3, la morfologia macroscopica de la CB depende de
las condiciones de cultivo, en un medio estatico la bacteria acumula la celulosa en
forma de membrana en la interfase aire/liquido, mientras que en un medio agitado
se forman granulos irregulares (Jonas et al., 1998; El-Saied et al., 2004; Stanislaw
et al., 2005).

Diferentes autores han especulado sobre la razén por la cual algunos
microorganismos producen celulosa, unos consideran que la bacteria produce la
pelicula para mantenerse en una posicion cercana a la superficie del medio de
cultivo y asi obtener el oxigeno que necesitan para su metabolismo, otros asumen
gue lo hacen para protegerse de los rayos ultravioleta y otros prefieren afirmar que

la celulosa es una barrera contra otros microorganismos (Budhiono et al., 2000).

3.3 PROPIEDADES DE LA CELULOSA BACTERIANA (CB)

El mecanismo de sintesis de la CB le confiere una pureza superior a la presente en
cualquier fuente vegetal, por lo cual tiene caracteristicas importantes como una alta
cristalinidad (aprox. 80%), resistencia mecanica, moldeabilidad, estabilidad y
durabilidad, es inerte metabdlicamente y no es tdxica ni provoca reaccion alérgica
al contacto (Bielecki et al., 2005; Chawla et al., 2009; Castro, 2012; Chavez et al.,
2004).

La celulosa bacteriana es insoluble en la mayoria de los solventes comunes, es
biodegradable, tiene un alto grado de polimerizacion (entre 2.000 y 6.000 y en

algunos casos alcanza hasta 20.000), es mas homogénea y 200 veces mas



accequible superficialmente que la vegetal, por lo tanto su capacidad de alojar agua
es 100 veces su peso seco (Bielecki et al., 2005; El-Saied et al.,2004).

Sin embargo, todas estas propiedades y la cantidad de celulosa bacteriana
producida pueden ser modificadas y/o varian durante su sintesis debido a las
condiciones del cultivo y a la cepa utilizada para su produccion (Bielecki et al., 2005;
Chawla et al., 2009; Castro, 2012; Chavez et al., 2004).

3.4 APLICACIONES DE LA CELULOSA BACTERIANA (CB)

La celulosa bacteriana tiene caracteristicas de pureza y propiedades fisicoquimicas
Unicas que la hacen interesante como materia prima para diferentes industrias
(Tabla 1) y en aplicaciones donde normalmente es utilizada la celulosa de origen
vegetal (ElI Saied, 2004). No obstante, la produccién de celulosa bacteriana es
limitada a nivel industrial debido al alto costo de las fuentes de carbono para su

produccion a gran escala (Caicedo, 2001; Chawla et al., 2009).

Tabla 12. Aplicaciones de la celulosa bacteriana (adaptada de Castro, 2012)

Sector Aplicacion Referencia

Alimentos Espesante, estabilizante, reductor de | El-Saied et al., 2004.
calorias, fibra dietaria (celulosa
edible).

Papel Restauracién de documentos, papel | Iguchi et al., 2000.
de alta calidad.

Mineria y Refineria Material para absorcion de toxinas y | Bielecki et al., 2005.
acetites.




Textil

Piel y textiles artificiales, material de
alta absorcién acuosa.

Bielecki et al., 2005.

Continuacion Tabla 1. Aplicaciones de la celulosa bacteriana (adaptada de Castro,

2012)

Sector

Turismo y deportes

Cosmeéticos

Componentes de audio

Medicina y farmacia

Investigacion

Industria mecanica

Industria forestal

Materiales

Tratamiento de aguas

Aplicacion

Ropa deportiva y equipo de acampar.

Estabilizador de emulsiones,

acondicionadores y cremas.

Diafragmas de alta sensibilidad en

micréfonos o audifonos.

Piel artificial, tratamiento de heridas,
regeneracion de tejidos, implantes
dentales, implantes de arterias,
suplantacion vasos sanguineos y

uretras artificiales.

Inmovilizacién de proteinas, resinas

para cromatografia.

Partes de carros, aviones, sellado de

grietas en cohetes

Sustituto de la madera artificial.

Material reforzante en compuestos,
propiedades de barrera, empaques
para alimentos.

Purificacion de aguas residuales,

ultrafiltracién de aguas.

Referencia

El-Saied et al., 2004.

Backdahi et al.,

Trovatti et al., 2011

Bielecki et al., 2005.

Bielecki et al., 2005.

Bielecki et al., 2005.

Chawla et al., 2009.

Bielecki et al., 2005.

Bielecki et al., 2005.

2008;
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Maquiladora Componente de partes y refacciones | El-Saied et al., 2004.

Uno de los usos mas conocidos de la CB es como materia prima para la fabricacion
de un postre llamado “Nata de coco”, el cual se fabrica principalmente en Filipinas
e Indonesia mediante una fermentacion usando como sustrato el agua de coco. Una
vez se obtienen las membranas se cortan en cubos que son inmersos en un almibar
de azucar (Budhiono et al., 2000). Esta Nata es exportada principalmente a paises
asiaticos donde se consume como una bebida saludable ya que existen reportes
gue muestran que este producto reduce el colesterol en la sangre, disminuye el
riesgo de cancer, arterosclerosis y trombosis coronaria (El Saied, 2004).

3.5 MICROORGANISMOS PRODUCTORES DE CELULOSA BACTERIANA

La celulosa se produce principalmente por bacterias Gram-negativas del género
Gluconacetobacter; estas bacterias son estrictamente aerobias y generan la CB
como un producto extracelular en la interfase aire-medio (Chavez et al., 2004;
Stanislaw et al., 2005; Budhiono et al.,2000). En la actualidad se han reportado
numerosas especies de microorganismos cuyo metabolismo celular produce
celulosa con caracteristicas estructurales diferentes en cada caso (Tabla 2) (El-
Saied et al., 2004).

La especie mas estudiada, hasta ahora, para la produccién de celulosa es
Gluconacetobacter xylinum debido a que tiene una mayor capacidad de produccién
en comparacion a otras reportadas (Tabla 2), su habitat natural son las frutas y
vegetales en proceso de descomposicion. Sin embargo, recientemente en Medellin
Colombia se ha venido estudiando una cepa bacteriana nativa productora de CB

llamada Gluconacetobacter medellinensis (Castro, 2012).
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Tabla 13. Diferentes especies productoras de celulosa (adaptada de Castro et al.,
2012).

Género Especies Fuente Referencias
Agrobacterium tumefaciens Méndez et al., 2004
Pseudomonas fluorescens Méndez et al.,2004

Rizhobium leguminosurum Méndez et al.,2004
Gluconacetobacter xylinum Mosto de cerveza Brown 1886
Bebida de
_ _ kambucha,
Gluconacetobacter  intermedius Boesch et al.,1998

vinagre de sidra,
vinagre de alcohol

Gluconacetobacter oboediens Claro Cleenwerck et al.,2009

Gluconacetobacter hansenii Vinagre Gosselé et al., 1983

Fermentacion
Gluconacetobacter europeaus industrial de Sievers et al.,1992

vinagre

N Jugo de manzana _
Gluconacetobacter swingsii o Dellaglio et al.,2005
organico

) Jugo de manzana )
Gluconacetobacter rhaeticus . Dellaglio et al. 2005
organico

Gluconacetobacter nataicola Nata de coco Lindiyanti et al., 2006
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Gluconacetobacter medellinensis  Vinagre de futas Castro et al.,2012

Dependiendo del tipo de microorganismo, las condiciones para la produccion de
celulosa bacteriana varian, por tanto variables como la fuente de carbono, tiempo
de produccién, pH y temperatura deben ser determinadas para cada caso (Chawla
et al., 2009, Gromet et al.,1962).

La cepa 1D13488 fue caracterizada fenotipica y genotipicamente por Castro 2012
para ser identificada como una especie del género de las Gluconacetobacter (G.) a
la cual se dio el nombre de Gluconacetobacter medellinensis. Dicha especie fue
aislada de un vinagre casero adquirido en la Central minorista de la ciudad de
Medellin, Antioquia y es capaz de producir celulosa a bajos pH, favoreciendo el
reciclado del medio del cultivo. En general, se ha reportado que G. medellinensis
tiene caracteristicas similares a las de otras especies del género Gluconacetobacter

utilizadas para la produccion de CB (Castro, 2012).

3.5.1 Gluconacetobacter medellinensis

Esta bacteria es un bacilo Gram-negativo, con aproximadamente 1-3 um de largo y
0,6 a 0,7 um de ancho (Figura 4) y se presenta de forma individual, en parejas o en
cadenas, son oxidasa negativos y catalasa positivos (Castro, 2012). Las colonias

formadas por este microorganismo son de color beige, redondas, asperas y opacas.

La produccion de celulosa a partir de este microorganismo ha sido probada en
varios medios de cultivo, utilizando como fuente de carbono azucares como D-
glucosa, D-fructosa, sacarosa, etanol, maltosa, sorbitol, D-manitol, galactosa y
celobiosa donde se ha confirmado que alcanza producciones de CB similares a las

reportadas con otras bacterias del mismo género (Castro, 2012; Castro et al., 2013).
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Figura 24. Imagen de microscopia electronica de barrido de la bacteria

Gluconacetobacter medellinensis (Castro, 2012)

Esta cepa ha alcanzado su maxima produccion (4,5 g/L) en un medio acido (pH 3,5)
donde normalmente otras especies inhiben su crecimiento y el proceso de
produccion de CB disminuye o se detiene completamente. Este tipo de
caracteristicas son altamente deseables en procesos de fermentaciéon a nivel
industrial para la produccién de CB, ya que el medio de cultivo se puede reutilizar
después de recolectar asépticamente la celulosa y asi optimizar el consumo de

recursos.

3.6 BIOSINTESIS DE CELULOSA BACTERIANA

El creciente interés econdmico sobre las bacterias productoras de celulosa, ha
abierto diferentes perspectivas en la identificacion de los mecanismos moleculares
que se utilizan en la biosintesis del polimero, esta es la herramienta principal para
desarrollar estrategias que permitan la optimizacién de la produccion de celulosa

para aplicaciones industriales.
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Para la biosintesis de CB existen dos vias anfibolicas importantes: el ciclo de las
pentosas fosfato y el ciclo de Krebs. El primero participa en la oxidacién de
carbohidratos mientras que el segundo oxida &cidos organicos y compuestos

relacionados (Chavez et al., 2004; Ross et al., 1991).

La ruta metabolica para la sintesis de CB (Figura 5) a partir de glucosa consiste en
lo siguiente: la glucosa es transportada a través de la membrana bacteriana por la
glucosa permeasa (GP) y es fosforilada por la enzima glucocinasa (GC) para formar
glucosa-6- fosfato. La glucosa-6- fosfato es isomerizada por la fosfo-glucomutasa
(FGM) a glucosa-1-fosfato, la cual es transformada a glucosa uridina-5’-difosfato
(UDF-Glc) por la pirofosforilasa uridindifosfo-glucasa (PUG). La UDF-Glc es el
sustrato de la enzima celulosa sintasa (CS) que es considerada la subunidad
catalitica de la biosintesis de celulosa, siendo entonces la enzima mas importante
de este proceso y se encuentra ubicada en la membrana citoplasmatica y es
codificada en el operdn bcs (sintesis de celulosa bacterial) en el cromosoma de
todas las bacterias productoras de celulosa estudiadas (Sanchez et al., 2002;
Romling, 2002; El-Saied et al., 2004).

CELULOSA GLUCOSA
CS
UDF-GI
¢ GC
PUG FGM G-6-FDH
Glc-1-Fossfato Glc-6-Fosfato Acido Fosfoglucdnico

FGI

Pentosas

‘lfOSfato

FC

FRUCTOSA —>| Fru-6-Fosfato |

Ciclo de
Krebs

Figura 25. Rutas metabolicas para sintetizar celulosa (adaptada de Chavez et al.,
2004)

15



La CS tiene un peso molecular aproximado entre 400 — 500 kDa y se encuentra
asociada con la proteina de union diguanil-monofosfato ciclico c-di-GMF, la cual
tiene afinidad por el acido 2°,5" c-di-GMF que es un activador alostérico reversible
que regula la actividad de la CS (Romling, 2002). El analisis de la localizacion celular
de la CS y la c-di-GMF sugiere que ambas proteinas se encuentran ancladas a la
membrana citoplasmatica que esta en contacto con otras dos proteinas aun no
identificadas, las cuales forman poros que se encuentran organizados a lo largo del
eje longitudinal de la bacteria a través de los cuales las cadenas nacientes de
celulosa emergen (sub-fibrillas) (Goelzer et al.,2009; Sanchez et al., 2002; El-Saied
et al.,2004, Rémling, 2002).

La reaccién global de la sintesis de CB implica el gasto de dos enlaces de alta
energia por cada residuo de glucosa afiadido al polimero (proceso energéticamente
costoso), lo cual consume hasta un 10% del ATP generado por el metabolismo. Este
aporte energético, necesario para la sintesis proviene del metabolismo aerobio, por
lo cual la cadena respiratoria juega un papel importante en la sintesis de celulosa
(Chavez et al., 2004).

La bacteria también es capaz convertir hexosas fosfato, como la fructosa (Figura 5),
a Glucosa — 6- fosfato a través de de la accion de la enzima Fructoquinasa (FC) que
la transforma en Fructosa — 6- fosfato y posteriormente la Fosfoglucoisomerasa
(FGI) la transforma en glucosa- 6- fosfato para iniciar el proceso de produccion de

glucosa.

Todo el proceso de biosintesis de celulosa se presenta en las poblaciones
bacterianas en crecimiento y por tanto la produccion de celulosa y de biomasa son
directamente proporcionales (Ross et al., 1991), obedecen a una misma reaccion
de primer orden y las constantes de velocidad de los dos procesos son totalmente
idénticas. Mientras que con respecto al grado de polimerizacién (DP) de la celulosa,
se conoce que aumenta casi linealmente con el tiempo y es inversamente

proporcional al tiempo de generacion de las bacterias, es decir que la iniciacion de
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la cadena de celulosa se lleva a cabo en la division celular y crece hasta que la
bacteria muere o se multiplica, provocando un determinado grado de polimerizacion

para cada bacteria y para cada sustrato donde ésta crezca (Marx et al.,1976).

3.7 MEDIO Y CONDICIONES DE CULTIVO PARA LA PRODUCCION DE
CELULOSA BACTERIANA

La composicion del medio de cultivo y las condiciones ambientales que se
proporcionen al microorganismo para su crecimiento son determinantes en la

cantidad y calidad de la celulosa que sintetice (Ruka et al.,2012).

Los medios de cultivo comUnmente utilizados para producir CB requieren
principalmentede una fuente de carbono, fuente de nitr6geno y sales que
amortiguan los cambios de pH (El-Saied et al.,2008; Chavez et al.,2004; Nguyen et
al.,2008; Ramana et al., 2000).Por tal motivo, los investigadores deben evaluar
estas condiciones para cada especie. Por ejemplo, para G. xylinum (la mas
referenciada y utilizada mundialmente) se han probado diferentes fuentes de
carbono sobre la produccién de celulosa encontrando los mejores resultados
cuando se utiliza sacarosa, glucosa, fructosa o manitol; de los cuales se reporta que
con la fructosa se obtienen menores rendimientos, mientras que la glucosa es
considerada la principal fuente de carbono para la producciéon de celulosa en
comparacion con los otros tres azucares mencionados anteriormente (El-Saied et
al.,2004). Con la sacarosa se han reportado bajos rendimientos durante los primeros
cuatro dias de la fermentacidbnen comparacion con la glucosa, debido a que la
sacarosa es un disacarido compuesto por dos hexosas (glucosa y fructosa) que se
debe desdoblar antes de iniciar la sintesis de la celulosa; sin embargo después del
quinto dia, aproximadamente, los niveles de produccion de CB son mayores (El-
Saied et al.,2008; Nguyen et al., 2008; Ramana et al., 2000; Ruka et al., 2012;
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Hutchens et al., 2007; Keshk et al., 2005; Kim et al., 2006; Masaoka et al., 1993;
Mikkelsen et al., 2009; Pourramezan et al., 2009).

Por otro lado, el extracto de levadura es la fuente de nitrdgeno de mayor empleo
debido a que reporta las mejores productividades de celulosa, siendo también
utilizadas otras como la peptona, polipeptona, triptona, licor de maiz y sulfato de
amonio (Chavez et al., 2004; Carrefio, 2011; Castro, 2012; Chawla et al., 2009; El-
Saied et al., 2008; Nguyen et al., 2008).

Uno de los medios mas utilizados actualmente para la produccién de celulosa es el
establecido por Hestrin y Schramm (HS) en 1954, con el cual se obtuvieron
rendimientos de produccién altos en comparacién con otros utilizados por diferentes
investigadores a partir de Gluconacetobacter xylinum. Este medio estd compuesto
por: glucosa 2% (p/v), peptona 0,5%, extracto de levadura 0,5%, fosfato disédico
0,27%, &cido citrico 0,115% y tiene pH 6,0 (Hestrim 1954).

Recientemente, algunos autores, también han empleado residuos agroindustriales
como medios de cultivo obteniendose aumentos en la produccion de celulosa con
respecto al uso de glucosa como Unica fuente de carbono; este aumento se atribuye
a la cantidad de micro- y macro- nutrientes adicionales presentes en los residuos
(Keshk et al.,2005; Araya et al., 2010).

También es importante mencionar que factores ambientales como la temperatura
pueden afectar el grado de polimerizacion (DP) y la capacidad higroscopica (CH) de
la celulosa. La CB sintetizada a 30°C presenta menor DP (10.000
aproximadamente) y mayor CH (164%) en comparacion con el polimero sintetizado
a 25°C y a 35°C (El-Saied, 2004), por lo tanto la fermentacion debe llevarse a cabo
dentro del rango de temperatura Optima para cada cepa bacteriana en especifico.
El rango de temperatura mas utilizado y reportado para la produccion de CB es de
28 a 30°C (Chavez et al.,2004; Carrefio, 2011; Slusarska et al., 2008; Ruka et al.,
2012).
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El pH del medio de cultivo, también es otro factor ambiental que influye en la
produccion de celulosa debido a que se ha reportado que puede afectar la
capacidad de retencidon de agua del polimero y ademas juega un papel importante
en la prevencidon de contaminacion del medio de cultivo. Los valores de pH iniciales
mas utilizados varian entre 4 y 7, siendo el pH 6ptimo dependiente de cada cepa
bacteriana (Chavez et al., 2004; El-Saied et al.,2004). A medida que ocurre la
fermentacion, el valor del pH inicial va disminuyendo debido a la conversion de
glucosa en acido gluconico hasta que finalmente se inhibe el metabolismo del
microorganismo y por lo tanto se interrumpe la produccion de celulosa; para las
especies del género Gluconacetobacter esto ocurre generalmente cuando se
alcanzan pH menores de 4 (Gromet et al., 1963; Klemm et al., 2001; Ruka et al.,
2012; Chavez et al., 2004).

El cultivo para la produccion de celulosa se puede realizar en condiciones estaticas
0 agitadas y dependiendo de esto varia el tiempo de fermentacién requerido. El
método estatico es el mas empleado para la obtencién de CB a nivel de laboratorio,
donde el polimero crece en forma de peliculas; mientras que el método agitado es
el mas estudiado a nivel industrial y biotecnolégico por producir una mayor
transferencia de oxigeno que favorece la produccién de celulosa, sin embargo
presenta inconvenientes como inducir en la célula la pérdida de la capacidad
productora de celulosa, aumentar la mutabilidad del microorganismo y disminuir la
resistencia mecanica, el grado de polimerizacion y la cristalinidad de la celulosa
(Caicedo, 2001; Carrefio, 2011; Chawla et al.,2009; Ruka et al.,2012; Watanabe et
al.,1998; Cheng et al.,2009; Czaja et al.,2004).

La productividad de celulosa en un medio estatico depende ademas del area
superficial del medio y de la concentracion inicial de biomasa inoculada. Se conoce
gue a mayor area superficial mayor es la produccién de celulosa, pero existe una
relacion (area interfacial/volumen de medio) limite a partir de la cual la cantidad de
polimero producido por unidad de area comienza a descender. Por tal motivo

algunos investigadores describen que existe una relacion lineal entre el espesor
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relativo de la pelicula, definido como altura de pelicula himeda/altura del liquido, y
el &rea por unidad de volumen del medio, encontrando una relacién area-volumen

de 0,8 cm™ para no afectar el rendimiento de celulosa (Caicedo, 2001).

Posterior a la obtencion de las membranas de CB se requiere un tratamiento alcalino
para retirar residuos de medio y las células bacterianas adheridas a la red
tridimensional de la celulosa (Araya et al.,2010). Dentro de los métodos mas
utilizados para la remocién de estas impurezas se encuentra la inmersion de la CB
en soluciones de hidréxidos (sodio o potasio), cloruro de sodio o hipoclorito,
peréxido de hidrégeno, acidos diluidos o solventes organicos durante 14 o hasta 24
h y una temperatura entre 25-65°C (Bielecki et al., 2005; Ruka et al., 2012;
Slusarska et al., 2008).
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Materiales y Métodos

4. MATERIALES Y METODOS

De acuerdo a la revision bibliografica realizada se establece la necesidad de
conocer los requerimientos para la produccion de celulosa del microorganismo G.
medellinensis, recientemente clasificado. A continuacién se presenta la descripcién

de la metodologia utilizada.

4.1 ESTABLECIMIENTO DEL PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE
BIOMASA DE Gluconacetobacter medellinensis PRODUCIDA DURANTE
UNA FERMENTACION LIQUIDA

La cepa bacteriana Gluconacetobacter medellinensis utilizada en esta investigacion
fue aislada y caracterizada por el Grupo de Investigacién sobre Nuevos Materiales
(GINUMA) de la Universidad Pontificia Bolivariana sede Medellin en el afio 2012.
Esta fue aislada a partir de un vinagre de frutas disponible comercialmente en la
Plaza Minorista de la ciudad de Medellin. EI microorganismo fue aislado y
conservado por liofilizacion, usando como medio crioprotector skim milk, para
garantizar la disponibilidad de la bacteria durante la investigacion; una cantidad

pequefia de microorganismos se mantuvo en nevera (4-6°C) para trabajos diarios.

Para evaluar el efecto de la fuente de carbono (glucosa, fructosa y sacarosa) en la
sintesis de celulosa por G.medellinensis se prepararon tres medios de cultivo
mediante la modificacién de un medio estandar Hestrin-Schramm (HS) (Tabla 3),
con pH 3,6 incubado a una temperatura de 28°C, siguiendo los parametros

establecidos por Castro (2012).
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Tabla 14. Medio Hestrin-Schramm (HS)

NUTRIENTE PORCENTAJE (% p/v)

Glucosa, fructosa o sacarosa 2
Extracto de levadura 0,5
Peptona 0,5
Naz2PO4 0,275

Para la cuantificaciéon de biomasa en cada uno de los medios se establecidé un

protocolo el cual es descrito a continuacion.

Inicialmente, se realiz6 una siembra en estrias del microorganismo en medio HS a
pH 5 con bacto-agar al 2,5% y se incub6 durante 72 h a 28°C, siguiendo la

metodologia de Castro 2012 para aislar colonias.

Cuando se observaron las colonias en las cajas de Petri, se recolectaron y se

lavaron en agua destilada estéril centrifugandolas a 3000 rpm por 10 min.

Las colonias lavadas se resuspendieron en agua estéril ajustdndose al patron 0,5
de la escala de Mac Farland que corresponde a una concentracion aproximada de
1,5 x 10° UFC/ml, la cual se corrobor6 por recuento en placa. Este preinéculo se
mantuvo en agitacion para asegurar homogeneidad en la inoculacion y fue utilizado

para establecer las curvas de crecimiento para los tres medios.

Los medios de cultivo fueron inoculados con un 10% de preindculo e incubados a
28°C durante 100 h a una agitacién de 50 rpm para asegurar mayor disponibilidad
de células en el medio ya que no hay formacién de membrana. Se tomaron muestras
(3,5 ml) de cada medio cada 10 h para cuantificar las células presentes. La cantidad
de células se determind por densidad Optica y numero de células viables (UFC)

como sigue:
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Densidad Optica: se tomaron 3 ml de la muestra extraida cada 10 h, se adiciono
3,3% de celulasa (Celuclast - Novozymes) al volumen de la muestra y se incubaron
a 50 °C en bafio maria durante dos horas para degradar la celulosa y realizar las
lecturas de absorbancia (A) a 640 nm mediante lectura en un nano Drop
Thermoscientific, siguiendo la metodologia utilizada por Tahara et al., 1997. Este
procedimiento se repitid cada 10 horas hasta alcanzar un tiempo total de 100 horas
y con estos datos se obtuvieron las curvas de crecimiento del G. medellinensis para

cada uno de los medios de cultivo preparados.

Para obtener las curvas de crecimiento de G. medellinensis por conteo de células
viables (UFC) se tom6 una muestra de 0,5 ml de las muestras extraidas cada 10 h.
Cada una de estas muestras se llevaron a tubos de ensayo con 3,5 ml de medio HS
apH 3,6 y 1 ml de celulasa al 20 % (dilucién 101). Se realizaron diluciones seriadas
hasta alcanzar 10y 10, las cuales se dejaron en agitacién durante 2 h a 30 °C.
Estas muestras fueron sembradas por extension en caja de petri con bacto-agar,
preparado y solidificado previamente, usando asas digralsky estériles. Se realizaron
siembras por triplicado en cada muestra.

Los procesos de recuento de células por absorbancia y por UFC se repitieron tres
veces y los datos obtenidos se promediaron para realizar las curvas de crecimiento

de G. medellinensis en cada uno de los medios de cultivo preparados.

El propocolo establecido fue validado tomando 10 muestras de cada uno de los tres
medios preparados con glucosa 2%, a las cuales se les realizaron los
procedimientos descritos anteriormente para conteo de células por absorbancia y
por UFC.
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4.2 DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DE LA BACTERIA
Gluconacetobacter medellinensis

Se realizaron modelamientos para describir matematicamente el crecimiento de G.
medellinensis bajo condiciones ambientales especificas mediante la utilizacion del
software  online para ajuste de curvas 'y superficies zunzun

(http://zunzun.com Online Curve And SurfaceFitting). Para escoger el modelamiento

adecuado en cada caso, se compararon los resultados estadisticos de los modelos
sigmoidales Gompertz, Logistic y Richards que lograron describir las curvas de

crecimiento.

Estas ecuaciones permitieron determinar el tiempo en el que se inicia y finaliza la
fase exponencial de crecimiento de G. medellinensis en cada uno de los medios, la
méaxima produccién de biomasa (Nmax), la velocidad especifica de crecimiento

(umax) y tiempo de duplicacion del microorganismo (td).

4.3 DETERMINACION DE LA FUENTE DE CARBONO Y SU CONCENTRACION
ADECUADA, PARA LA PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA POR

Gluconacetobacter medellinensis

Las fermentaciones se realizaron en medios de cultivo liquidos, en condiciones
estaticas, utilizando frascos de vidrio con un area de 48 cm? y un volumen de 60
cm? para lograr la relacion de 0,8 cm™ propuesta por Caidedo, 2001 para no afectar
el rendimiento de la celulosa. Se utilizé un pH de 3,6 en el medio y una temperatura
de 28°C siguiendo los parametros propuestos por Castro 2012. Se utilizaron los
nutrientes establecidos en el medio estdndar HS variando la fuente de carbono

(glucosa, fructosa o0 sacarosa) en concentraciones de 1%, 2% y 3%,
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respectivamente basada en la planteada por Hestrin-Schramm (2% p/v). Los
ensayos se realizaron por triplicado y la variable respuesta para este andlisis fue la
cantidad de celulosa producida (g/L de medio) en un tiempo de 15 dias, para lo cual
se recolectaron las membranas y se lavaron con una solucién de KOH 5% p/p
durante 14 h, al cabo del cual se lavaron con agua destilada hasta que alcanzaron
un pH neutro y posteriormente se secaron a 100 °C en un horno de conveccion

forzada, hasta que alcanzaron un peso constante.

Para determinar el tipo de azucar y la concentracién adecuada para el crecimiento
del G. medellinensis bajo las condiciones de fermentacion establecidas
anteriormente, se utilizé un disefio de experimentos completamente al azar,
aplicando ANOVA de clasificacibn simple mediante el programa de analisis
estadistico STATGRAPHICS Centurion.

4.4 EVALUACION DEL CONSUMO DE LA FUENTE DE NITROGENO Y
CARBONO DURANTE LA PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA
EN MEDIO HS

Para medir el consumo de las fuentes de carbono y nitrégeno por G. medellinensis
se prepararon medios de cultivo con cada una de las fuentes de carbono (glucosa,
sacarosa Yy fructosa) en concentracion de 2% y las mismas condiciones de pH,
temperatura y concentracion de inéculo utilizadas durante el desarrollo de la
investigacion. Estas fermentaciones se mantuvieron durante 15 dias y se tomaron
tres muestras de cada uno de los medios cada tres dias, para un total de 54

muestras (18 con cada fuente de carbono).

El analisis del consumo de la fuente de carbono se realizo utilizando un equipo
HPLC Shimadzu con una bomba LC20AD, un auto muestreador SIL20A HT, un

horno CTO20A y un detector de indice de refraccion RID10A., para el cual fue
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necesario filtrar las muestras utilizando un filtro de de jeringa de 0,45 um de
polietersulfona (PES). Para la cromatografia se utilizé &cido sulfarico 0,005N como
fase movil, una columna ION exclusién 300 mm x 7,8 mm, un flujo de 0,6 ml/miny

una temperatura de 30 °C.

Para el analisis del consumo de la fuente de nitrogeno asociado a proteinas, se
utilizé la prueba colorimétrica de Biuret, para la cual se preparé 1 L de la solucién
estandar de Biuret y 10 mL de la solucién estandar BSA y se siguid el protocolo
descrito en el Anexo 1.

4.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE Gluconacetobacter
medellinensis Y DE LAS MEMBRANAS DE CELULOSA QUE SINTENTIZA
EN CADA UNO DE LOS MEDIOS EVALUADOS

Para analizar la morfologia de los bacilos presentes dentro de las membranas de
celulosa, formadas durante 15 dias de fermentacion en los medios HS liquidos con
cada una de las fuentes de carbono analizadas y con condiciones ambientales
iguales a las utilizadas durante todo el desarrollo de la investigacion (pH,
temperatura, concentracion de inéculo), se extrajeron las membranas de CB y se
depositaron en un porta objetos, se les realizé una tinciébn de Gram para asegurar
la presencia de los bacilos en la placa y finalmente se revistieron con oro/paladio
usando un equipo de bombardeo i6nico durante 5 min para ser caracterizadas

mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

Adicionalmente, las membranas extraidas se lavaron con una solucién acuosa al 5
% (p/p) de KOH durante 14 h a una temperatura promedio de 28 °C, para remover
los componentes del medio y bacterias que se encuentren adheridos.
Posteriormente se somtieron a lavados sucesivos con agua hasta alcanzar pH

neutro y finalmente las membranas de celulosa obtenidas fueron congeladas con
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nitrégeno liquido, se almacenaron en un congelador a una temperatura de -80 °C
durante 24 h, se secaron por liofilizacion y luego se revistieron con oro/paladio
usando un equipo debombardeo i6nico durante 5 min, para ser caracterizadas

mediante microscopia electronica de barrido (SEM).

Para el analisis de las imagenes arrojadas por el SEM se utiliz6 un programa de
procesamiento digital de imagenes llamado “ImageJ”, el cual permiti6 medir la
longitud promedio de los bacilos encontrados dentro de las membranas obtenidas
con cada una de las fuentes de carbono y mediante el uso de la herramienta de
procesos binarios (dentro de ImageJ) se determiné la porosidad de las membranas
de CB.
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Andlisis de Resultados y Discusién

5. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan y discuten los resultados obtenidos durante la
investigacion para determinar las condiciones de cultivo requeridas por la cepa
nativa G. medellinensis para su adecuado crecimiento. Se establecio el protocolo
para cuantificar la biomasa de este microorganismo y se obtuvieron las curvas de
calibracion y de crecimiento en tres fuentes de carbono: glucosa, fructosa y
sacarosa. Se cuantificd la produccion del polimero para las tres fuentes de carbono
y se evaluo el efecto de éstas y de la fuente de nitrdgeno en la produccién de
celulosa en peso seco. Finalmente, las membranas obtenidas se caracterizaron con

analisis de Microscopia Electrénica de Barrido (SEM, por sus siglas en inglés).

5.1 ESTABLECIMIENTO DEL PROTOCOLO PARA LA CUANTIFICACION DE
BIOMASA DE Gluconacetobacter medellinensis PRODUCIDA DURANTE
UNA FERMENTACION LiQUIDA

Utilizando la metodologia descrita por Tahara et al., 1997, se planted un protocolo
para la cuantificacion de biomasa de G. medellinensis (Anexo 2), se midi6
absorbancia y se hizo conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) en medio

HS con cada una de las fuentes de carbono (glucosa, fructosa y sacarosa) al 2 %.

Dicho protocolo se validé utilizando una fermentacion liquida (medio HS con glucosa
al 2 %) de 15 dias de incubacion, pH inicial de 3,6 y una temperatura de 28 °C, se
tomaron 10 muestras y se les adiciond celulasa en las concentraciones y

condiciones descritas en el protocolo (Anexo 2), para finalmente medir la densidad
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Optica en espectrofotometro a 600 nm y hacer la siembra por extension en cajas de
petri con bacto-agar utilizando asas digralsky, este proceso se realizé para tres
tiempos diferentes con miras a establecer su reproducibilidad, los resultados se

evidencian en la Tabla 4.

Tabla 15. Validacion de protocolo para cuantificacion de biomasa de

Gluconacetobacter medellinensis

Unidades Formadoras de

Absorbancia

Muestras Colonias en placa (UFC)
1 2 3

1 229 No* 230 0,549 0,546 0,487

2 210 185 186 0,549 0,600 0,495

3 299 210 No* 0,505 0,562 0,530

4 239 193 190 0,580 0,498 0,56

5 256 250 199 0,542 0,535 0,524

6 299 213 245 0,515 0,572 0,564

7 231 201 196 0,500 0,572 0,531

8 260 233 208 0,512 0,540 0,520

9 249 229 216 0,550 0,566 0,518

10 253 210 215 0,598 0,567 0,500

Desvst 25 20 19 0,033 0,046 0,025

Media 249 212 208 0,540 0,564 0,520

Coef. Var 10 9 9 6 8 5

* Contaminaciones

Segun la Tabla 4, los resultados de absorbacia y UFC obtenidos con cada una de
las diez muestras tienen una precision aceptable ya que los coeficientes de
variacion estan por debajo de 10% (Diaz, 2009). Ademas, las medias para cada una
de las tres réplicas realizadas, presentaron bajas desviaciones estandar. Con lo cual
se validé la eficiencia y confiabilidad del protocolo establecido (Anexo 2) para
cuantificar biomasa de G. medellinensis mediante el conteo de células viables (UFC)

y de espectofotometria (absorbancia).
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Para establecer la curva de calibracion con cada una de las fuentes de carbono se
tomaron tres muestras de una fermentacion liquida con 8 dias de incubacién, pH
inicial de 3,6, temperatura de 28 °C y 1,5 x 10° UFC/mL de concentracion inicial,
utilizando el protocolo validado. Se realizaron 6 diluciones seriadas a cada una de
estas muestras y se correlacionaron los datos de absorbancia y el nimero de UFC
determinadas para el medio con glucosa, fructosa y sacarosa al 2 %, obteniéndose
asi las curvas de calibracion para cada una de las fuentes de carbono (Figuras 6, 7
y 8) permitiendo cuantificar la cantidad de biomasa (UFC/mL) en cualquier momento

de la fermentacion.
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y = 3E-11x + 0,0572
R2=0,996
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Figura 26. Curva de calibracion para cuantificacion de biomasa en medio Hestrin

& Schramm con glucosa al 2%
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Figura 27. Curva de calibracién para cuantificacién de biomasa en medio Hestrin

& Schramm con fructosa al 2%
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Figura 28. Curva de calibracion para cuantificacion de biomasa en medio Hestrin
& Schramm con sacarosa al 2%

Estas curvas de calibracion tienen un coeficiente de correlacion (R?) de 0,996, 0,985
y 0,980 para glucosa 2%, fructosa 2% y sacarosa 2%, respectivamente, los cuales
tienen un buen ajuste ya que son mayores a 0,9 (Urribarri et al, 2004). Lo anterior
indica que el método de correlacién propuesto es valido para la cuantificacion de
Gluconacetobacter medellinensis en cada una de las fuentes de carbono, bajo las

condiciones descritas en el Anexo 2.

5.2 DETERMINACION DE LA CINETICA DE CRECIMIENTO DEL
MICROORGANISMO Gluconacetobacter medellinensis

Con las curvas de calibracion obtenidas anteriormente y la metodologia planteada
en el Anexo 3 para realizar las curvas de crecimiento de G. medellinensis, se midio
el numero de UFC/mL(N) en el tiempo y se realizaron las graficas en sistemas de
coordenadas normalizadas con el nimero de UFC/mL inicial (No) para una mejor
identificacion de las fases de crecimiento celular, tal como lo popone Zwiettering et
al., 1990.
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Dichas curvas de crecimiento se obtuvieron utilizando medio comercial HS con tres
diferentes fuentes de carbono (glucosa, fructosa y sacarosa) a una concentracion

de 2%, las cuales se muestran a continuacion en la Figura 9.

—— Glucosa

— &— - Fructosa

Ln (N/No)

---a--- Sacarosa

20 40 60 80 100

TIEMPO (h)

Figura 29. Curva de crecimiento de Gluconacetobacter medellinensis utilizando

glucosa, fructosa y sacarosa 2 % como fuente de carbono

En esta Figura se observa que en los medios con glucosa y fructosa el
microorganismo inicia su crecimiento sin presentar una fase de adaptacion clara que
indique retraso en el inicio de la fase exponencial, mientras que en el medio con
sacarosa si presenta una fase de adaptacion de 25 h, lo cual indica que en este
sustrato posiblemente se requiera una hidrélisis del aztcar antes de empezar a ser

consumido, tal como lo plantea El-Saied et al., 2008.

De igual manera, en la Figura 9 se observa que el microorganismo en glucosa
alcanza un crecimiento maximo a las 58 h con 6,46 x 10° UFC/mL, mientras que en
el medio con fructosa se alcanza a las 25 h con 8,9 x 10’ UFC/mL y en sacarosa
este mayor crecimiento se obtuvo a las 58 h con 4,42 x 108 UFC/mL, por tanto la

fase exponencial para la sacarosa dur6 aproximadamente 33 horas.
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Estos resultados demuestran que el microorganismo G. medellinensis presenté una
mayor afinidad por la glucosa, ya que con esta fuente de carbono se obtuvo mayor
crecimiento expresado en UFC/mL, seguida de la sacarosa y la fructosa.
Adicionalmente, el microorganismo mostrO6 un comportamiento de menor
adaptacion al inicio de la fermentacion cuando se utilizé6 sacarosa como fuente de
carbono, lo cual es desfavorable cuando se pretende escalar el proceso a nivel
industrial debido a que es tiempo sin produccion del metabolito de interés. En este
sentido la mejor fuente de carbono para el crecimiento de G. medellinensis fue la

glucosa.

Ruka et al., 2012 encontraron en su trabajo de investigacibn comportamientos
similares con el microorganismo G. xylinus, en donde la glucosa y la sacarosa
fueron los azlcares con los que se obtuvieron los mayores rendimientos de
obtencion de biomasa de G. xylinus. También encontraron que al comparar el
crecimiento celular del microorganismo en glucosa y fructosa, a pesar de ser
estructuralmente similares, la glucosa tuvo mayor rendimiento debido a que la

bacteria no utiliza tan eficientemente la fructosa.

Lo anterior puede estar relacionado con el uso mas eficiente de la glucosa en el
proceso de glucolisis, para la obtencion de energia en la ruta de las pentosas
fosfato. La glucosa es convertida directamente en una fase oxidativa (presencia de
oxigeno) a glucosa-6-fosfato obtenida mediante la fosforilacion de la glucosa libre,
obteniendose NADPH y finalmente la pentosa ribulosa-5-fosfato necesaria para la
biosintesis de nucleétidos y acidos nucleicos. Asi mismo, se genera piruvato que
pasara al ciclo de Krebs y otros intermediarios de 6 y 3 carbonos como la fructosa
gue podrian ser utilizados en otros procesos celulares. En el caso de la fructosa se
requieren pasos adicionales en los que la hexosa es fosforilada a fructosa-6-fosfato
en una fase no oxidativa, para poder ser utilizada para la glucdlisis, estos pasos
adicionales hacen mas costoso, energéticamente hablando el metabolismo para

este microorganismo (Benziman et al.,1972).
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Las curvas de crecimiento del microorganismo, obtenidas anteriormente, se
ajustaron mediante funciones sigmoidales encontradas con ayuda del software

online para ajuste de datos ZunZun (http://zunzun.com Online Curve And

SurfaceFitting), con el objetivo de modelizar el crecimiento microbiano en cada una

de las fuentes de carbono analizadas en esta investigacion y a partir de esto,
determinar la maxima velocidad especifica de crecimiento (umax) en la fase
exponencial y el tiempo de generacion de G. medellinensis en las condiciones de

cultivo evaluadas.

Se encontrd que los tres modelamientos matematicos con mayor ajuste a los datos
registrados fueron los de Gompertz, Richards y Logistico, ecuaciones 1, 2 y 3
rrespectivamente. Estos modelos pertenecen al grupo de las funciones sigmoidales
y son unos de los mas conocidos y empleados para determinar crecimientos
microbianos (M. Zwietering et al. 1990; Ginovart et al., 2002; Narushin et al., 2003
& Khamis et al., 2005).

El modelo Gompertz y = a * exp(—exp(b — cx))Ecuacion 1
El modelo de Richards vy = 1,0/(a + b * e¢*¥))d Ecuacién 2
El modelo Logistico y =a/(1,0 + b * exp(—cx))Ecuacion 3

Los pardmetros a, b y ¢ asociados en cada uno de las ecuaciones tienen un
significado biologico. Los valores de dichos parametros para los tres modelos se
muestran en la Tabla 5, donde “a” es la cantidad inicial de microorganismos viables
(UFC/ml), “b” indica una velocidad de crecimiento relativa a la velocidad de
crecimiento maxima, “c” es la diferencia entre el nimero inicial de microorganismos
y el recuento maximo que se puede alcanzar en el medio y “d’(modelo de Richards)
es un parametro de ajuste y no tiene nigun significado bioldgico. Los paradmetros
obtenidos en esta investigacion para cada uno de los medios, se encuentran en el

Anexo 4
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Tabla 16. Estimaciones de parametros (a,b,c t d), coeficiente de correlacion (R?) y
prueba de ajuste (F) para los modelos de crecimiento ajustados de
Gluconacetobacter medellinensis en cada uno de los medios

GLUCOSA

Coef. a
Estadisticos

Gompertz 97 % 276 5,057 1,132 0,060
Richards 97 % 175 0,999 1,407 E-04 -0,060 2,203 EO4
Logistico 95 % 196 4,77 10,46 0,093

FRUCTOSA

Coef. a
Estadisticos

Gompertz 82 % 47 2,837 1,366 0,295
Richards 77 % 22 0,993 9,309 E-02 -1,013 EO3 1,502 EO2
Logistico 78 % 40 2,761 8,451 EO4 1,538

SACAROSA

Coef. a
Estadisticos

Gompertz 97 % 350 3,755 9,796 0,331
Richards 97 % 222 0,999 3,906 -0,331 4,605 EO03
Logistico 97 % 346 3,750 5,4 E16 1,173

En la literatura consultada sobre criterios para la seleccién de modelamientos
matematicos que describan de manera adecuada los crecimientos bacterianos en
general, no existe un consenso Unico que permita decidir cual es el ideal en cada
caso. Por tal motivo, se emplearon los parametros estadisticos obtenidos como guia
para la seleccién, se encontré que no existe una diferencia en el ajuste (R?)
realizado con cada uno de los modelos, mientras que al observar los resultados de
la prueba de ajuste (F) el modelo matematico que presenta los mayores valores fue

el de Gompertz.
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La Figura 10 se muestra graficamente el comportamiento de los datos obtenidos y
los modelos para cada uno de los medios evaluados, donde se puede apreciar su

ajuste.
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Figura 10. Cinética de crecimiento de Gluconacetobacter. medellinensis en

Hestrin & Schramm con glucosa(a), fructosa(b) y sacarosa(c) al 2 % modeladas
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Algunos autores como Zwietering et al., 1990 han comparado también los modelos
de Gompertz, Richard y Logistico en el crecimiento de bacterias, encontrando que
todos los modelos se ajustan bien a los datos experimentales, aunque concluyeron
qgue el modelo de Gompertz fue suficiente para describir la curva de crecimiento

bacteriano, debido en parte a su simplicidad y facilidad de ajuste.

Con base en la simplicidad encontrada por dichos autores y a los mejores resultados
de la prueba de ajuste (F) obtenidos, se considera que el modelo de Gompertz es

el mejor para modelar y predecir el crecimiento de G. medellinensis.

Zwietering et al., 1990, proponen una reparametrizacion de la ecuacion del modelo
de Gompertz (Figura 11 y Ecuacion 4) con la cual se puede determinar la maxima
produccion de biomasa (Nmax), el inicio de la fase exponencial (A), la velocidad
especifica de crecimiento (Umax) Y el tiempo de duplicacion (td) del microorganismo.

Los resultados obtenidos para G. medellinensis son presentados en la Tabla 8.

Ln(M/Mo)

NI‘I‘IE}{

A Tiempa

Figura 11. Parametros de crecimiento de un microorganismo (adaptada de
Zwietering et al., 1990)
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Ln (N/No) = Nmax exp{—exp[%(l —t) + 1]} Ecuacion 4
Donde:

Nmax = 10% * No Ecuacion 5

b-1 .

A= % Ecuaciéon 6

pmax = % Ecuacion 7
Ln2 .,

td = w::ax Ecuacion 8

Tabla 17. Variables obtenidas con cada una de las simulaciones realizadas en los

medios de cultivo analizados

Nmax (UFC/mL) A (h) pmax (h) td (h)
Glucosa 6,47 x 10° 2,18 0,11 6,16
Fructosa 5,91 x 10’ 1,24 0,31 2,24
Sacarosa 4,86 x 108 26,54 0,45 1,51

De acuerdo a la Tabla 8, la cantidad de biomasa maxima producida en cada medio
para glucosa, fructosa y sacarosa fue de 6,47 x 10°, 5,91 x 10" y 4,86 x 108 UFC/m,
respectivamente, lo cual corrobora que con la glucosa se obtiene mayor cantidad
de microorganismos. Con estos valores de Nmax, que indican la finalizacion de la
etapa exponencial, se establecié que para glucosa, fructosa y sacarosa se tiene una

duracion de la fase exponencial de 56, 29 y 32 h, respectivamente.
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De igual manera en la Tabla 8, se observa que la duracion de la fase de latencia en
cada medio (A) fueron de 2,18, 1,24 y 26,54 h para glucosa, fructosa y sacarosa,

respectivamente.

Es importante sefialar que para la sacarosa se observa una fase de adaptacion
entre 25 - 26 h, confirmando que el disacarido requiere una hidrélisis previa a
glucosa y fructosa para que posteriormente estos monosacaridos puedan atravesar
la membrana celular y asi ser metabollizados por G. medellinensis como se habia
explicado anteriormente. Contario a lo que sucede cuando el sustrato es glucosa o
fructosa, puesto que estas son transportadas a través de la membrana celular e
incorporadas dentro de la ruta biosintética de la celulosa de forma directa (Ross et
al., 1991; Oikawa et al., 1995; Ruka et al., 2012 & Mikkelsen et al., 2008).

Las velocidades especificas de crecimiento del microorganismo (pmax),
establecidas en cada uno de los medios de cultivo con glucosa, fructosa y sacarosa,
fueron de 0,11, 0,31 y 0,45 h-lrespectivamente. Estos valores se encuentran dentro
del rango de los resultados obtenidos por diferentes autores con algunas cepas de
Gluconacetobacter (Alvarez et al., 2013; Mikkelsen et al., 2009; Pecoro et al., 2008

& Stanislaw 2005), los cuales oscilan entre 0.7 y 0.1 h1,

Los resultados obtenidos de pmax, para esta investigacion, indican que G.
medellinensis, ademas de presentar un periodo de adaptacion mucho mas largo en
el medio de cultivo con sacarosa, presenté también una velocidad de crecimiento
mayor durante su etapa exponencial y por lo tanto un tiempo de duplicacién (td) mas
corto (1,51 h), como lo muestra la Tabla 8. De igual manera se establecié que el
microorganismo presenta la menor umax en el medio de cultivo con glucosa donde

el td es mayor (6,16 h) con respecto a los otros dos medios evaluados.

Alrededor de este tema se encuentran diferentes resultados que varian
despendiendo de las condiciones del medio de cultivo, en algunos casos se ha
generado mayor cantidad de microorganismos (UFC/ml) en fructosa y sacarosa que

en glucosa (Mikkelsen et al., 2009) y en otros, los resultados son similares a los
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nuestros, la mayor cantidad de biomasa se obtuvo a partir de glucosa (Brown et al.,
1976; Carreiio, 2011 & Keshk et al.,, 2005). Para G. medellinensis, bajo las
condiciones descritas anteriormente, el mayor crecimiento microbiano genero

utilizando glucosa como fuente de carbono.

5.3 DETERMINACION DE LA FUENTE DE CARBONO Y SU CONCENTRACION
PARA LA PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA POR
Gluconacetobacter medellinensis

La produccién de celulosa bacteriana (CB) por G. medellinensis se evalué mediante
el uso del medio de cultivo comercial HS enriguecido con diferentes fuentes de
carbono (glucosa, fructosa y sacarosa) en concentraciones de 1, 2y 3 % (p/v). La
CB producida por 1 L de medio se determind después de 8 dias de incubacién en
cultivos estaticos a 28 °C y un pH de 3,6.

El efecto de la concentracién de cada una de las fuentes de carbono sobre la
produccion de celulosa bacteriana a partir de la cepa nativa Gluconacetobacter
medellinensis en condiciones estaticas se observa en la Figura 12, donde los
mayores rendimientos en unidades de peso seco de las membranas sobre volumen
del medio fueron de 2,8 £ 0,039, 0,39 £ 0,013y 1,77 £ 0,017 g/L obtenidos utilizando
una concentracion 2 % con glucosa, fructosa y sacarosa respectivamente.
Adicionalmente se observa una clara diferencia en la produccion de CB a partir de
glucosa como fuente de carbono, en comparacion con el peso seco de las
membranas obtenidas a partir de fructosa y sacarosa, concluyendo que el
microorganismo es mas eficiente en un medio de cultivo que contenga glucosa
como fuente de carbono reafirmando lo establecido por Castro 2012 donde la mayor
produccion de celulosa (3 g/L) a partir de esta especie bacteriana, se obtuvo en el

medio de cultivo rico en glucosa, seguido de sacarosa (2 g/L) y fructosa (0,4 g/L).
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Figura 12. Peso seco de membranas (g/L) después de 15 dias de fermentacion

A pesar de que la glucosa y la fructosa tienen una estructura muy similar y utilizan
la misma ruta metabdlica para la produccién de celulosa, la produccion de ésta fue
muy diferente obteniendo hasta 86% mas de produccion con la glucosa que con la
fructosa en concentraciones de 2%. Esto puede ser debido a que el microorganismo
debe utilizar una isomerasa que convierta la fructosa en glucosa antes de que inicie
la polimerizacién y por lo tanto retrasa la utilizacion del sustrato, obteniendose una
produccién menor de CB como lo plantean otros autores (Moosavi-Nasav et al.,
2011; Goelzer et al., 2009; Sanchez et al., 2002; El-Saied et al., 2004, R6mling
2002).

Para determinar la variabilidad de los pesos (g/L) de las membranas obtenidas con
cada una de las fuentes de carbono se utilizé un disefio completamente aleatorio
(DCA) unifactorial con niveles fijos utilizando el ANOVA de clasificacion simple y

analizando las medias.

El disefio base se realizo para cada uno de los azucares de manera independiente

(glucosa, fructosa y sacarosa), para cada uno se emplearon tres niveles, para un

41



total de 36 corridas por disefio. La variable respuesta del disefio fue la produccion

de celulosa (g/L).

Las Tablas 9a, 9b y 9c muestran el resumen estadistico para glucosa, fructosa y
sacarosa, donde se pueden comparar las medias de cada uno de los tres niveles

evaluados mediante los valores de celulosa (g/L) obtenidos para cada uno.

Tabla 18. Resumen Estadistico para produccion de celulosa g/L a partir de medio

Hestrin-Schramm con glucosa, fructosa y sacarosa al 2%.

Concentracion  Recuento  Promedio  Desviacién  Coeficiente (s

glucosa Estandar de agrupada)
Variacion
G 1% 12 0,837217 0,0841434  10,0504% 0,837217  0,042957
G 2% 12 2,84304 1,224888 7,91012% 2,84304 0,042957
G 3% 12 1,13014 0,0936812  8,28933% 1,13014 0,042957
Total 36 1,60347 0,908742 56,6736% 1,60347
b

Concentracion  Recuento  Promedio  Desviacion  Coeficiente (s

fructosa Estandar de agrupada)
Variacion
F 1% 12 0,1300008 0,0139668 10,743% 0,137217 0,0069737
F 2% 12 0,39 0,0321727  8,24941% 0,39 0,0069737
F 3% 12 0,220408 0,0228175 10,3524% 0,220408 0,0069737
Total 36 0,246806  0,111787 45,2937% 0,246806
Concentracién Recuento Promedio Desviacion Coeficiente (s
sacarosa Estandar de agrupada)
Variacion
S 1% 12 0,704992  0,0655231 9,29416% 0,704992 0,0659183
S 2% 12 1,80333 0,380014 21,0741% 1,80333 0,0659183
S 3% 12 0,890683 0,0877996  9,85756% 0,890683  0,0659183
Total 36 1,133 0,53494 47,2145% 1,133

Estos resiumenes estadisticos muestran que la desviacion estandar de los datos en
su distribucién respecto a su media aritmética, es baja en cada una de los tres

niveles de concentracién de glucosa, fructosa y sacarosa evaluados. Ademas los
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coeficientes de variacion tampoco indican una dispersiéon muy alta de los pesos
secos de las membranas, por lo tanto se puede asegurar que la metodologia
utilizada para obtener los datos de los rendimientos en la produccion de celulosa

fue confiable, tal como lo reporta Jaramillo et al, 2012.

Las Tablas 10a, 10b y 10c de ANOVA para glucosa, fructosa y sacarosa permiten
corroborar que hay variabilidad entre los pesos de las membranas obtenidas con
cada una de las concentraciones evaluadas de glucosa, fructosa y sacarosa debido
a que el valor de F es muy grande y P es menor a 0,05, rechazando la hipotesis

nula de que todas las medias son iguales (Ho= p1 = Y2 = lg) (Diaz, 2009).

Tabla 19. ANOVA para glucosa(a), fructosa(b) y sacarosa(c) respectivamente.

a.
Suma de cuadrados Cuadrado medio
Entre grupos 28,1727 2 14,0863 636,13 0,0000
Intra grupos 0,73074 33 0,0221436
Total (Corr.) 28,9034 35
b.
Suma de cuadrados Cuadrado medio
Entre grupos  0,418117 2 0,209058 358,22 0,0000
Intra grupos 0,0192587 33 0,000583597
Total (Corr.) 0,437375 35
C.
Suma de cuadrados Cuadrado medio Razon-F
Entre grupos 8,29493 2 4,14746 79,54 0,0000
Intra grupos 1,72071 33 0,0521427
Total (Corr.) 10,0156 35

En la Figura 13 se observan las medias de celulosa (g/L) producida en los medios

de cultivo HS con cada una de las concentraciones de las fuentes de carbono
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evaluadas en esta investigacion, encontrandose que los mayores rendimientos para
cada una, fueron de 1,77, 0,39 y 2,8 g/L con una concentracion de 2%.
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Figura 13. Medias de celulosa producida en g/L

Con los datos obtenidos, acerca de las concentraciones adecuadas de cada una de
las fuentes de carbono, se evaluo el efecto de cada una de estas concentraciones
en el tiempo sobre la produccion de celulosa bacteriana a partir de la cepa nativa

Gluconacetobacter medellinensis (Figura 14).
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Figura 14. Peso seco de membranas (g) con diferentes fuentes de carbono

Se observa en la Figura 14 que a partir del dia 3 todos los medios de cultivo ya
presentan produccion de membranas de celulosa, sin embargo, los pesos de las
membranas obtenidas en medio con glucosa 2% son mayores en comparacion con

los obtenidos utilizando fructosa y sacarosa durante los primeros 9 dias de la

44




fermentacién. Luego de ese tiempo el peso de las membranas producidas con
glucosa 2% se mantiene practicamente constante, mientras que con sacarosa 2%
aun se observa una tentencia a seguir aumentando, indicando que para alcanzar
valores en produccién similares a la glucosa, es necesario un tiempo mayor de

fermentacion.

Castro, 2012 encontr6 en su disertacion doctoral que a partir del dia 8 de
fermentacién con glucosa al 2% la gréfica de produccién de celulosa presenta una
meseta, indicando que el microorganismo disminuye su velocidad de produccion
debido a que la disponibilidad de oxigeno en el medio es menor y por lo tanto solo
las bacterias situadas cerca de la superficie estan disponibles para dividirse y
producir la CB, ademas el agotamiento de la fuente de carbono también puede ser
una causa posible para explicar este hecho.

Para G. medellinensis la glucosa en una concentracion del 2% como fuente de
carbono, presentd los mayores rendimientos de produccion de celulosa (3,1 g/L)
durante los 15 dias de fermentacion, lo cual ha sido observado y analizado por
autores como Masaoka, Ohe & Sakota, 1993 y Klemm, Shumann, Udhardt, &
Marsch, 2001 para G. xylinum. Estos investigadores han reportado que la glucosa
actia no solo como una fuente de energia sino también como un precursor ideal
para la polimerizacion de la celulosa y por lo tanto es comun su uso como fuente de

carbono para la produccion de celulosa por cepas del género Gluconacetobacter.

5.4 EVALUACION DEL CONSUMO DE LA FUENTE DE NITROGENO Y
CARBONO DURANTE LA PRODUCCION DE CELULOSA BACTERIANA
EN MEDIO HS

Para la determinacién de la concentracion de la fuente de nitrégeno (Cn- ppm), se
evalué la concentracion de proteina en los medios remanentes del ensayo
presentado en el numeral 5.3, En la Figura 15 se presenta su consumo iniciando en
el dia O (inoculacion) y cada tres dias durante los 15 dias de fermentacidn.para esto

se empled una curva de calibracién obtenida como se describe en el Anexo 1. En
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los medios de cultivo con glucosa y sacarosa hay mayor consumo de nitrégeno
proteinico, lo cual indica una mayor actividad metabdlica del microorganismo por

afinidad con dichas fuentes de carbono como lo reporta Mikkelsen et al., 2009.
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Figura 305. Consumo de fuente de nitrégeno (Cn) durante la fermentacion

En el caso del consumo de la fuente de carbono (Figura 16), determinado mediante
HPLC a los volumenes de los remanentes de los medios utilizados durante las
fermentaciones, se observa que el consumo de glucosa a los 15 dias es casi

completo.

Lo anterior es coherente con la produccién de celulosa bacteriana obtenida (Figura
14) ya que a partir del dia 9 no se observa un incremento en el peso de las
membranas debido a la poca disponibilidad de oxigeno y de la fuente de carbono
para efectuar su metabolismo y transformarla hasta Uridin difosfato- glucosa
(intermediario de la biosintesis de celulosa) (Benziman, 1972; Mazover & Benziman,
1973). Estos resultados también han sido reportados por Castro et al., 2012 donde
el consumo de la glucosa durante la fermentacion es casi total después de 15 dias

y se relaciona directamente con la cantidad de CB producida.
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Figura 16. Consumo de fuente de carbono (mg/ml) durante la fermentacién

Lo anterior esta relacionado con lo encontrado por Mikkelsen y sus colaboradores
(2009) para G. xylinum, donde se plantea que de acuerdo a la ruta metabdlica del
microorganismo, las diferentes fuentes de carbono pueden ser utilizadas con mayor
o menor eficiencia en la obtenciébn de subproductos o en las necesidades

energéticas de crecimiento microbiano.

Posiblemente en la presente investigacion el microorganismo cultivado en sacarosa
y fructosa dirige su metabolismo hacia el aumento de su poblacién, antes de
producir celulosa, mientras que en la glucosa el microorganismo puede utilizarla

para ambos fines de manera directa.

Adicionalmente en la Figura 16 se observa que el consumo de fructosa y sacarosa
fue menor (5 mg/mL aproximadamente) comparado con el consumo de glucosa (17
mg/mL), mostrando una baja afinidad y/o facilidad del microorganismo para
metabolizar estos azlcares. Estos resultados explican la baja produccion de
celulosa que se obtuvo con fructosa 2% (0,4 g/L), sin embargo, no ocurre lo mismo
con la sacarosa 2% donde se observo una mayor produccion de CB (2,5 g/L),
cercana a la obtenida con glucosa 2% (3,1 g/L).
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Lo anterior puede explicarse debido a que, para sintetizar CB a partir de sacarosa,
es necesario que el microorganismo realice primero una hidrélisis y por tal motivo
no se evidencia un consumo alto de sacarosa como tal si no que el microorganismo
utiliza la glucosa que tiene disponible a medida que avanza dicha hiddlisis, como se
observa en la Figura 17. Autores como Tonouchi et al., 1998, han reportado
resultados similares con G. xylinum, donde identificaron que el microorganismo no
sintetiza invertaza (enzima capaz de convertir la sacarosa en glucosa+ fructosa) y
por ello toma un tiempo desarrollar la ruta metabdlica para consumir la sacarosa
hasta que, por accion de otra enzima llamada levansacarasa, se dé el proceso de

hidrolisis que conlleva a la produccion de CB.
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Figura 17. Concentracion de fuentes de carbono a medida que Gluconacetobacter

medellinensis consume sacarosa

En esta figura se observa que a medida que se produce la hidrolisis de la sacarosa
y hay disponibilidad de glucosa y fructosa en el medio, la utilizacion de la fructosa
es menor debido al efecto inhibitorio de la glucosa sobre la actividad de la

fructoquinasa (Ross et al, 1991).

Adicionalmente, para analizar el rendimiento (%) de la produccion de celulosa con
cada una de las fuentes de carbono durante los 15 dias de fermentacion, se

determind el coeficiente de rendimiento observado para la produccion de celulosa
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frente al consumo de la fuente de carbono en gramos Y prs) mediante la Ecuacion 9,
donde AP es la cantidad de celulosa producida y AS es la cantidad de fuente de
carbono consumida en el tiempo. En la Figura 18 se presentan los resultados en el
tiempo para las diferentes fuentes de carbono.
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Figura 18. Rendimiento de producto con cada fuente de carbono (F.C) durante el

tiempo de fermentacion

En la Figura 18 se observa un mayor rendimiento en la produccion en gramos de
celulosa seca obtenida a partir de glucosa 2%, debido a que el consumo de dicha
fuente de carbono es mas rapido en comparacion con el consumo de las otras dos
fuentes de carbono utilizadas, como se observé en la Figura 15. Estos resultados
corroboran los analisis planteados anteriormente, donde se encontré que las
membranas recolectadas desde el medio de cultivo con glucosa al 2% tuvieron los
mayores pesos secos. Sin embargo, también se plantea la posibilidad de utilizar
sacarosa al 2% como fuente de carbono para la obtencibn de membranas de

celulosa de mayor peso (después de 15 dias), teniendo en cuenta que para alcanzar
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y mejorar los rendimientos obtenidos con glucosa es necesario mayor tiempo de
fermentacién, lo cual seria importante evaluar para un escalamiento de la

produccion.

5.5 CARACTERIZACION MORFOLOGICA DE Gluconacetobacter
medellinensis Y DE LAS MEMBRANAS DE CELULOSA QUE SINTENTIZA
EN CADA UNO DE LOS MEDIOS EVALUADOS

Las membranas se recolectaron después de 15 dias de incubacion y se frotaron
sobre portaobjetos para fijar células incrustadas dentro de dichas membranas.
Posteriormente se lavaron las membranas, con KOH al 5%, se liofilizaron y se
congelaron a -80 °C para ser observadas en un microscopio electronico de barrido
donde se obtuvieron micrografias de los bacilos y de la morfologia de las nanocintas
sintetizadas por G. medellinensis en cada uno de los medios, ya que se ha reportado
gue pueden existir cambios en morfologia debido a la fuente de carbono utilizada.
En adicion, estas medidas son un factor critico que determinan las propiedades

estructurales y funcionales de la CB (Brown, Williston& Richardson, 1976).

En la Figura 19 se observan imagenes de los bacilos encontrados en cada uno de
los medios evaluados. Los promedios de tamafos para cada medio se presentan
en la tabla 12 determinandose que el tamafio celular de los bacilos cultivados con
glucosa al 2% es mayor que en los encontrados en sacarosa Y fructosa. Lo cual
coincide con los datos obtenidos anteriormente sobre la ymax y el td, debido a que
entre mas largo sea el tiempo de duplicacion mayor es el tamafio de las células
(Ruka et al., 2012).
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Figura 19. Morfologia de bacilos encontrados en las membranas después de 15
dias de fermentacion. Glucosa (a), fructosa (b) y sacarosa (c)

Estos tamafos no variaron representativamente entre si, lo cual se demuestra con
el coeficiente de variacion (Tabla 11) que en los tres casos no fue mayor a 10, por
tal motivo se puede asumir un valor promedio para determinar la longitud
aproximada de los bacilos después de quince dias de fermentacién en medio HS

con las tres fuentes de carbono utilizadas.

Tabla 11. Longitud de bacilos encontrados en las membranas después de 15 dias
de fermentacion

MUESTRA GLUCOSA (um) FRUCTOSA (um) SACAROSA (um)
1 1,64 1,16 1,07
2 1,28 0,83 1,25
3 1,31 1,18 1,04
4 1,27 1,08 1,06
5 1,55 0,95 1,19
6 1,19 1,10 1,23
7 1,30 1,09 1,14
8 1,41 0,91 1,03
9 1,43 1,18 1,00
10 1,53 1,07 1,26
Media 1,39 1,04 1,12
Desv 0,14 0,12 0,10
Coef var 9,52 8,72 10,88
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En las micrografias que se muestran en la Figura 20 se pueden observar cada una
de las redes conformadas por las nanofibrillas sintetizadas por G. medellinensis a
partir de las diferentes fuentes de carbono utilizadas en esta investigacion. En la
Figura 20a se observa una red menos densa de microfibrillas a partir de glucosa al
2%, cuando se comparan con la Figura 20b de la fructosa al 2% y la Figura 20c de

la sacarosa al 2%.

Figura 20. Micrografias de SEM de membranas de CB obtenidas en medio Hestrin
& Schramm con glucosa 2% (a) fructosa 2% (b) sacarosa 2% (c) e incubadas

durante 8 dias

Utilizando el programa de analisis de imagen “imaged” fue posible determinar la
porosidad de cada una de las imagenes presentadas en la Figura 20. Los resultados
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se presentan en la Figura 21, donde se corroboran los resultados observados con
las micrografias de SEM, ya que se observa que las membranas obtenidas a partir
de fructosa son menos porosas porque hay mayor cantidad de microfibrillas
entrecruzadas entre si formando una red mas densa. Por su parte la glucosa
presenta el mayor porcentaje de porosidad y a su vez la menor densidad visual de

microfibrillas seguida de la sacarosa (Ruka et al., 2012).

Lo anterior se relaciona con el tiempo de duplicacion del microorganismo, a medida
gue este se duplica se crea un nodo en la red de tal forma que a mayor tiempo de
duplicaciéon existiran menor cantidad de nodos por tanto la red es menos densa.
Como el microorganismo creciendo en glucosa presenta mayor tiempo de
duplicaciéon entonces la red de las membranas en esta fuente de carbono es menos
densa, influyendo en las propiedades fisico-mecanicas y funcionales de dicha
membrana.
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Figura 21. Porosidad de membranas
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En

Conclusiones

6. CONCLUSIONES

estainvestigacion, la produccion de membranas de celulosa por

Gluconacetobacter medellinensis fue realizada en un medio de cultivo HS en

condicion estatica a temperatura ambiente y pH 3.6, en presencia de diferentes

fuentes de carbono como son glucosa, fructosa y sacarosa.

Las conclusiones que se obtuvieron después de realizar dicho proceso de

investigacion fueron:

G. medellinensis mostré mayor afinidad por la glucosa como fuente de
carbono, ya que con ésta se evidencio la mayor produccion de biomasa (6,47
x 10° UFC/mL) en las curvas de crecimiento.

G. medellinensis mostré una etapa de adaptacion mayor en el medio de
cultivo con sacarosa, lo cual es desfavorable cuando se pretende escalar el
proceso ya que en esta etapa no hay producciéon del metabolito de interés.
En la curva de crecimiento del microorganismo en medio con sacarosa se
observa que, una vez gue inicia la etapa exponencial, la velocidad especifica
de crecimiento del microorganismo es mayor que con los otros dos azlcares
y por lo tanto el tiempo de duplicacion es mas corto, lo cual influye
directamente en las caracteristicas morfoldgicas de la membrana

Los resultados de los pesos secos de las membranas obtenidas después de
una fermentacion de 8 dias indicaron una mayor produccién de CB a partir
de glucosa al 2% con un valor de 2,8 g/L.

Las membranas obtenidas después de 15 dias de fermentacion con glucosa
al 2% presentaron mayor contenido de peso seco, sin embargo a partir del 9
dia muestra una produccion de CB constante, mientras que con sacarosa se
observa una tendencia al aumento de la masa de CB producida incluso hasta
el dia 15.
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En el medio de cultivo con glucosa al 2% se obseva mayor consumo de la
fuente de nitrégeno proteinico y consumo total de la fuente de carbono
después de 15 dias de fermentacion, lo cual indica que el microorganismo
consume facilmente este sustrato y por lo tanto produce mayor cantidad de
metabolito.

Los bacilos encontrados en las membranas recolectadas a partir del medio
de cultivo con glucosa al 2 % después de 15 dias de fermentacion
presentaron mayor tamafio en comparacion a los encontrados en las
membranas obtenidas con fructosa y sacarosa.

La porosidad de las membranas obtenidas a partir de medio de cultivo con
glucosa fue mayor que las obtenidas con fructosa y sacarosa, lo cual esta

estrechamete relacionado con el tiempo de duplicacion del microorgnismo.
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7. RECOMENDACIONES

De acuerdo a las conclusiones que se obtuvieron en esta investigacion, se plantean
algunas recomendaciones para dar continuidad a los avances a partir de G.

medellinensis:

- En este tipo de procesos biotecnoldgicos se debe buscar que la etapa
exponencial sea mas larga para que haya mayor produccion de celulosa y
por lo tanto sea mas eficiente, lo cual se puede realizar mediante el manejo
de las variables al inicio y durante la fermentacion y/o ensayando nuevos
sustratos.

- Al evaluar el tipo de sustrato adecuado para la produccién de celulosa, es
necesario definir las caracteristicas morfologicas requeridas dependiendo del
uso final para el que se requieran.

- Es importante analizar, en futuros trabajos, la produccién de celulosa en
sacarosa como fuente de carbono después de 15 dias de fermentacién ya
que el microorganismo G. medellinensis presentd tendencias a seguir

produciendo el polimero después de este tiempo.
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9. ANEXOS

Anexo 1. Protocolo para determinar el contenido de nitrégeno proteinico en los

medios mediante la prueba de “Biuret”

Solucién estandar de Biuret (reactivo A): (1 litro)

Preparacion del reactivo A para la solucion estandar de Biuret

Reactivos Cantidad
CuS04.5H20 (Carlo Erba) 159
EDTA (MOL LABS) 6.09
Kl (Carlo Erba) 109
Na(OH) (2.5N) (merck) 300 ml

» Solucién Estandar BSA (reactivo B): Albumina suero bovino (10g/I —-10ml)

Una vez listos los reactivos, se procedié a preparar las soluciones que se muestran
a continuacion con el fin de construir la curva de calibracién:

Procedimiento elaboracion curva de calibracion BIURET

BLANCO
T T T T T T
8 mL de A 8mL de A 8mLde A 8 mL de A 8mL de A 8mLde A

2mLdeB 1.6 mLde B 1.2mLde B 0.8mL deB 0.4mL de B OmLdeB
OmLdeH,O 04mLdeH,O 08mLdeH,O 12mLdeH,O 1.6mLdeH,O 2mLdeH,O

» Unavez se prepararon las soluciones anteriores, se mezclaron bien y se dejaron
reposar por 30 minutos.

» Se leyo en el espectrofotometro (Shimadzu) (a una A = 540 nm)

=  Se realiz6 la curva Absorbancia Vs. Concentracion.
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Anexo 2. Protocolo para cuantificacion de biomasa de Gluconacetobacter

medellinensis

OBJETIVO

v' Establecer un protocolo para la cuantificacion de biomasa de
Gluconacetobacter medellinensis producida durante una fermentacion

liquida.

ALCANCE

v Este biomasa de

Gluconacetobacter medellinensis en cualquier medio de crecimiento que se

protocolo se aplica para cuantificacion de
establezca para su crecimiento, ha sido validado para asegurar que las
lecturas son confiables y representan el valor aproximado del nimero de

células en cada etapa de la fermentacion.

EQUIPOS MATERIALES INSUMOS
v/ Balanza analitica v' Espatulas v' Bactoagar
v" pH metro v Erlenmeyers v’ Extracto de levadura
v' Autoclave v' Beakers v' Peptona
v' Centrifuga v' Agitadores v' Glucosa, sacarosa,
. ) . fructosa
v/ Bafio maria v' Asas digralsky )
v" Acido citrico
v' Shaker v" Mecheros
v NazHPOa4
v Espectofotometro/ v" Tubos eppendorf
Nanodrop _ _ v' Agua destilada
v' Cajas de petri
v" Plancha de agitacion v Alcohol
v' Papel craft
v/ Cémara de flujo laminar _ v Hipoclorito
v Cinta de enmascarar
v’ Voértex _ v Patron de Mac-
v' Papel film Farland
v" Micropipetas .
v' Papel aluminio
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v" Marcador indeleble
v' Tubos de ensayo
v" Puntas estériles

v Encendedor/ fésforos

VARIABLES A CONTROLAR

Temperatura
Tiempo
pH

Concentracion del in6culo

ASPECTOS A TENER EN CUENTA

v' Mantener asepsia en lugar de trabajo, manos e implementos de trabajo para

evitar contaminaciones.
v' Preparar materiales e insumos antes de iniciar el proceso.

v' En caso de no tener disponibilidad para realizar las lecturas de absorbancia
inmediatamente se toma la muestra, es necesario congelarla hasta el momento

de la lectura.

DESCRIPCION DEL PROCESO

1. Realizar siembra en estrias del microorganismo en medio HS a pH 5 con
bacto-agar al 2.5%.

2. Incubar durante 72 h a 28°C.

3. Esterilizar agua destilada a 121 °C durante 15 min, dejar enfriar hasta
temperatura ambiente.

4. En un ambiente aséptico, extraer las colonias incubadas durante 72 h'y

lavarlas en agua destilada estéril centrifugandolas a 3000 rpm por 10 min.
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5. Las colonias lavadas se pasan al agua estéril hasta alcanzar una turbidez
de 10° en la escala de Mac Farland. Este preinéculo se mantiene en
agitacion para asegurar homogeneidad en la inoculacion.

6. Inocular el medio preparado, esterilizado y enfriado previamente; utilizando
10 % del preindculo.

7. Incubar a 28°C en agitacion a 100 rpm.

Protocolo para cuantificacion de biomasa por densidad éptica:

1. Tomar muestra del medio y adicionar 3.3 % de celulasa (Celuclast 1.5 L,
Novozymes)e incubar a 50°C en bafio maria durante dos horas.

2. Realizar las lecturas de absorbancia a 600 nm.
Protocolo para cuantificacion de biomasa por células viables (UFC):

1. Tomar una muestra del medio y diluirla hasta llegar a la dilucion definida
para el conteo adecuado de células, teniendo en cuenta que al tubo donde
se realiza la primera dilucion se le reemplaza 1 ml de diluyente por 1 ml de
celulasa al 20%. Dejar en agitacion durante 2 h y después realizar la

siembra por extension en cajas de petri.

69




DIAGRAMA DEL PROCESO

Preindculo &n agua Patran de Mac-
destiladz estéril Farland 10°

@ Centrifugacion de
coloniasen agua Agitacian

Bacteria aislada destilada estéril
[72hrs) en bacto
zgar.
Medio pH 3.6 [10% indculo).
Agitacidn 2 100 rpm
UFC ABSORBAMNCIA
0,5 ml
10 E1 10 E2 10 E3

4,5 ml de
medio de

SHAKER:

(100rpm)

1ml

0,1 mly
agitacidn

Celulasa 20% %

Siembra por extension con
varillzs de vidrio estériles
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cultivo como 0,5 mly 0,5 mly b@ T Agitacion por dos —
diluyents sgitacion agitacion = = horas 2 30°C

2.2% Celulzsa

Agitacian

ESPECTOFOTOMETRO

Lecturs de Absorbancia
a 640nm

Incubacian poar
BANO MARIA ldos horas a 50°C



FORMATO PARA REPORTE DE DO Y UFC

Hora

Rep.

DO

Recuento de UFC/0.1ml

DIn4

DIn5

DIn6

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100
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Anexo 3. Metodologia para realizar curvas de crecimiento

Con las curvas de calibracion obtenidas a partir del protocolo establecido para el

conteo de células por absorbancia y por UFC se toman muestras de las

fermentaciones liquidas y se sigue el siguiente procedimiento:

1.

Realizar siembra en estrias del microorganismo en medio HS a pH 5 con
bacto-agar al 2.5%.

Incubar durante 72 h a 28°C.

Esterilizar agua destilada a 121 °C durante 15 min, dejar enfriar hasta
temperatura ambiente.

En un ambiente aséptico, extraer las colonias incubadas durante 72 h vy
lavarlas en agua destilada estéril centrifugandolas a 3000 rpm por 10 min.
Las colonias lavadas se pasan al agua estéril hasta alcanzar una turbidez de
10° en la escala de Mac Farland. Este prein6culo se mantiene en agitacion
para asegurar homogeneidad en la inoculacion.

Inocular el medio preparado, esterilizado y enfriado previamente; utilizando
10 % del preindculo.

Incubar a 28°C en agitacion a 100 rpm.

Aplicar el protocolo para para la cuantificacion de biomasa por densidad
Optica:

Tomar 3 ml de muestra del medio de la solucion madre (blanco), antes de
inocularla, y adicionar 3.3 % de celulasa (Celuclast 1.5 L, Novozymes).
Tomar muestras de 3ml en tubos eppendorf una vez se haya inoculado la
solucién madre.

Después de 10 h tomar nuevamente muestras de 3 ml y adicionar 3.3% de
celulasa e incubar a 50°C en bafio maria durante dos horas.

Realizar las lecturas de absorbancia a 600 nm.
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- Repetir el procedimiento cada 10 horas cuando se tomen las muestras, hasta
alcanzar un tiempo de 100 h.

Tiempo de la prueba: 7 dias
Dia 1, 2 y 3: Repicar cepa
Dia 3, 4, 5, 6 y 7: toma de muestras cada 10 h durante 100h.

Si se requiere aplicar el protocolo de cuantificacién de biomasa por densidad Optica

para obtener curvas de crecimiento, el proceso es el siguiente:

1. Tomar una muestra de 0.5 mL una vez se haya inoculado el medio y
agregarla a un tubo de ensayo con 4.5 mL de medio HS a pH 3.6 (diluyente)
(dilucién 10°1), agitar muy bien con vortex y extraer nuevamente 0.5 ml de
este tubo de ensayo para agregarlo a otro tubo de ensayo con 4.5 ml de
diluyente (diluciéon 10?) y asi sucesivamente hasta llegar a una dilucién de
10 durante las 20 primeras horas de incubacién del medio y después hasta
una dilucién de 10

2. Se extrae 0.1 ml de la tltima dilucién realizada y se siembra por extension en
caja depetriconbacto-agar, preparado y solidificado previamente, usando
asas digralsky esteriles. Realizar siembras por triplicado en cada muestra.

3. Apartir de la segunda muestra (hora 10), se repite el paso 1y 2 pero al primer
tubo de ensayo (diluyente) se le extrae 1 ml de medio y se reemplaza con 1
ml de celulasa al 20%. Dejar en agitacién durante 2 h y después realizar la

siembra por extension en cajas de petri.

Tiempo de la prueba: 10 dias

Dia 1, 2 y 3: Repicar cepa

Dia3, 4, 5, 6 y 7: toma de muestras cada 10 h durante 100h.

Dia 6, 7, 8, 9, 10:conteo de UFC por caja de petri después de 72 h de

incubacion.
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nexo 4. Resultados estadisticos arrojados por la ecuacion de Gompertz A2D,
Richards 2D y Logistica en cada uno de los medios de cultivo evaluados

a. Glucosa
ZZ. ZunZun.com ZZ.
Gompertz A
Equation Family: Sigmoidal
y =a " exp(-exp(b - cx))
6 !
5
4
2 3
S
E 2
1
0
-1
=20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)
Coafflclants

¥ o= a " expl-axplb - cxl)
Fitzing target of lodast sum of squared absolute @rror = Z.7B4E42B536320133E+00
a = 5 DEES3TIZAZIO14L46E+OD

o= 1.131703538T41796ZE+00
o = E.03BB3I0ES49EEINILE-OZ

Coefficlant ard Flt Statistlics

Most statstics from sclpy.odr.odrpack and htbp: /Swwd. selpy org/CockbooskfOLS
LL, AIC and BIC from hicp:S/stackoverflow.com/questions /T458391/python-multiple-linGai-regrassion-us
ing—ola-coda-wlth-spaclfic-data

If you entered coefficlaent bounds. Paramdeter statistlcs may
not b walid for parametar valuas at or near the boonds.
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Degrass of Creadom (error): 20

Dagraas of freadom (regrasslon): 2
Chi-gquarad: Z.784B42853639

R-soquared: 0.96504B4T14E

F-squared adjusted: 0.9615533136ZE

Modal F-statlstic: 276.1105Z001

Modal F-statlstic p-valua: Z.77555756l5Ea-15
Modal log-likelihood: -B.3556044075

AIC: D.3E74432EE15Z1

BIC: 1.135551B0273

Hoot Maan Squarsed Error (RMSE): 0.34T73656393E17

a = 5 05833TZZB2101446E+00

std arr: 3.64Z30E-0Z

T-stat: 2.6497ZE+01

p-stat: 0.0DO0OOE+0Q

95% confidancs lntervals: [4.65EB4E+DD, 5.45504E+0Q0]
b= 1.1217039328741T%6ZE+DOD

std arr: Z.54943E-0Z

t-gtat: T.DETTIE+DQ

p-stat: 7_1TE30E-07

958 confidanca lntervals: [7.9E635E-D1, 1.464TTE+OD]
o = E.03EB3I0ES4I2EZ0QLE-DZ

atd arr: 6.60515E-05

t—stat: 7.43033E+00

p-stat: 3.5TRETTE-OT

SEh confidanes intarvals: [4.34352E-D02, T7.73414E-0Z]

Coafficlant Covarlanca Matelx
[ 0.2615E0032 -0.0BE4341%6 -0.00282541 ]

[-D.0B4341%6 O.1E3037ES 0.0075463Z]
[-0.0022541 0.00T754622 O.D0O4T436]

ZZ ZunZun.com ZZ
Logistic A

Equation Family: Sigmoidal

y=a/ (1.0 + b*exp(-cx))

2unzun. con

In (N/No)

-1 - - - - -
-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)
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Coafficlanta

y=a f (1.0 + bvawp(-cx) )
Fitting target of lowast sum of squared absolute @rror = 3. S025T269ETEOE442E+DD

a = 4 _ETI05T2446235430E+00
b= 1.D4809EE759322611E+01
e = S.347E4T40E53Z1ZTIE-OZ

Coafficlent ard Flt Statistlics

MosT Statstics Irom sclpy.odr.odrpack and hotp:/wwd.scipy.oog/Cookbook/0LS
LL, AIC and BIC from heep:/f/fstackoverflow.com/questions /7458391 /pythan-nultiple-linear-regrassion-ug
ing-ola-code-with-spacl fic-data

If you entared coefficlent bounds. Parameter statistlcs may
not ba walid for parameter values at or near the bDounds.

Dagraas of freadom (error): 0

Dagraas of freadom (regrassion): Z
Chl-gaquarad: 3. 90X57265E73

R-sguarad: 0.3513T0953144

R-sguared adjusted: 0.34650E05505E

Modal F-statlstic: 195.638437536

Modal F-statlstic p-valua: T.394D0ES534d4e-14
Modal log-likelihood: -12_236216E036

AIC: 1.3Z4B3E4177

BIC: 1.47299&635891

Root Maan Squarad Error (RHSEj: 0. 411318770949

a = § 2BTTOST446235430E+00

atd mrr: 3.017T01E-Q2

t-stat: 2_.EDVEZE+D1

p-stat: 0.00000E+00

o958 confidancs intarvals: [4.51474E+00, 5.239ZEE+00]
b= 1.0450928ET75933Z611E+01

atd arr: 1.3507TE+01

t-gtat: 2.E4631E+00

p-stat: 3.9TBSEE-03

2584 confldanca intarvals: [2.72448E+00, 1.B1ETSE+O1]
e = 3, 34Te4T40653312TZE-OZ

atd arr: 2.11593E-04

t-gtat: E.4ZE0TE+DQ

p-stat: 2_ETSE1E-D&

5% confidencs lntervals: [E.31331E-D02, 1.238Z0E-0Q1]

Coafficlent Covarlance Matrlax

[ P.15451666 -0.824061%E -0.00TZ057T]

[ -D.BS4DELSE E5.Z247TI0B4 0.2350351 ]
[-0.007Z0877 O0.2ZF30351 0.0010E441]
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ZZ. ZunZun.com ZZ.

Richards

Equation Family: Sigmoidal

y=1.0/(a+b"* el

In (N/No)

-1 - - - - -
—20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Coafficlant ard Flt Statistles

MosT statstics from sclpy.odr.odrpack and hotp://fwed.scipy.erg/Cookbook/OLS
LL, AIC and BIC from hotp://stackoverflow.com/quaestions/T4583391/python-pultiple-linear-reJrasslon-1ug
ing-gls-coda-with-spacific-data

If you entared coefficlent bounds. Paramater Statistlcs may
not ba valid for parameter Valdes at o near tChe bounds.

Coafficlants

y= 1.0/ fa+ b *a™[c*x} 1°d
Firting target of lodast sum of sguared absolute Qrror = . 7E4ES0B094434419E+D0

= 5.95592642154E3235EE-01
= 1.4072273221952343E-04
-E.0X78761BITZLETA4E-O2
= 2_Z03006478153401TE+D4

(SN I
]
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Degrass of freadom (arrox): 139

Dagraas of froadom (regrassion): I
Chi-gquarad: I.724E85020%44

R-sguared: 0.36504B36TT4S

R-sgquared adjustad: 0.35952360836E

Modal F-statlstiec: 174.EE945E203

Modal F-statlstie p-walwa: 5.17363823475a-14
Modal log-likelihood: -B.3ILESE0243E52

AIC: 1.074417&033E

BIC: 1.ZT1B94E5833

Root Maan Squarad Error (RHEE): D.34736BESSE3E

a = 3. 9952643154822053E-01

satd arr: Z_9E560E-1Z

t-gtat: S5_ELEZEE+DS

p-atar: 0.00000E+0Q

95% confidarcs lntarvals: [9.99523E-01, 9.99930E-01)
bowm 1. 40T72273Z21952343E-04

atd arr: 5.04630E-10

t-gtat: E.ZE432E+00

p-stat: 5.14563E-06

95% confidanca lntarvala: [9.3TODS1E-DS, 1.B7T40E-04]
e = —E.DITETELAITZLETLA4E-D2

atd arr: 6.&0318E-05

T-gtat: -T.4304&E+00

p-atat: 4.930ZBE-O0T

95% confidarcs lntarvals: [-7.T7FB76E-02, -4.33T718E-D02]
d = 2 Z030064TEISS401TE+DL

atd arr: 0.00000E+DD

t-gtat: IHF

p-stat: 0.00000E+00

95% confidanca lntarvala: [2.Z0201E+D4, Z.20301E+04]

Coafficlent Covarlance Matrlx

[ Z.12253510a-11 1.06877520e-10 -T7.43471011a-08 0.00000000a+00]
[ 1.06ET?5ZDa-10 3.6Z405ZTda~-0% ~1_0El4D0Edla-0E 0.00000000a+00]
[ -7.4347T1011le-028 ~-1.061406841la-D& 4.74Z12040a-04 0.00000000a+00]
[ 0. aQ. 0. 0.]
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b. Fructosa

ZZ ZunZun.com ZZ

Gompertz A

Equation Family: Sigmoidal

y =a " exp(-exp(b - cx))

-1 - - - - -
—-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Coafficlants

¥ o= a * aupl-axplb - axl)
Fitting target of loWest aum of sguared absolute arror = 4.477730893T455675E+00
a = 2 _EITE0EESIZIGITAIE+DD

bm 1.366E362410241633E+00
o= 2.55510515471546TEE-O1

Coafficlent ard Flt Statistles

Most statstics from sclpy.odr.odrpack and http://fwed. scipy . org/Cookbosk/0LS
LL, AIC and BIC from hoop:/fstackoverflow.com/quastions /7458391 /python-multiple-linear-reyrasslion-us

ing-ola-coda-with-spaci fie-data

If you entered coefficlent bounds. Parameter statlstlcs may
nat ba walid for paramatar waluas at or near tha bounds.
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Degraas of freadom (arror): 20

Degraas of freadom (regrassion): I
Chi-gquarad: 4.47773083375

F-squared: 0.E2423031506

F-sgquared adjusted: 0.BOET19246556

Modal F-statlstic: 46.912059Z434

Modal F-statlstie p-valua: Z.B05155235354-0DE
Modal log-likelihood: -13.8172416241

AIC: 1.46236EE3ESE

BIC: 1.51047s7780%

Root Mean Squared Error (RHEE): 0.44123004415%7

a = 21.33Te03E532365743E+00

std arr: 1.ZI550LE-0Z

T-gtat: 2.5329TE+01

p-statT: 0.00000E+00

258 confidanca lntervals: [2.60332E+D0, 3 .071ZSE+00]
o= 1.36663654103941633E+00

std arr: 1.53094E+00

T-stat: 1.1045ZE+DQ

p-stat: 2_.EZ4TEE-OD1

5% confidance Llntervals: [-1.Z1435E+00, 3. 534T&2E+DD]
o o= 2 355109134 71546T2E-OL

std arr: 2_.TE111E-02

T-stat: 1.TE1G4E+D00

p-stat: 3.00003E-DZ

25% confidance lntervals: [-5.04763E-02, &.414%3E-D1]

Coafficlent Covarlance Matrelx

[ O.0560554 -0.0131330E -0.00220435]
[-D.0131E908 E.332E00657 O.ESSE6DET]
[-0.002ED435 0.8S5E60ET 0O.12Z8TSES]

ZZ ZunZun.com ZZ

Richards

Equation Family: Sigmoidal

y=1.0/(a+b* ™

In (N/No)
i

-1 : : : : :

zunzun, con

—-20 0 20 40 60 80
Tiempo (h)
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Coafficlents

yo= 1.0 /0 fa + b * a"[e*x} )4

Fitting target of lowast sum of sguared absolute arror = 5.74355359553539564E+00

= 5.33251%1608552904E-01
= 5.30933750501&4940E+02
=1.01321%0641T48965E+03
= 1_5023%6E30519535501E+02

[
L}

Coafficlent ard Flt Statistlcs

Most gstatstics from selpy.odr.odrpack and hotp:ffwwd. selpy.erg/Cookbook/0LS
LL, RIC and BIC from hoop:f/stackeoverflow.com/quastions /7458391 /python-multiple-linear—regrassion-us
ing-els—coda-with—spaclfic-data

If you entared coefficlent bounds. Parameter statlstlcs may
nat ba valid for paramatar valdas at or near tha bounds.

Degraas of freadom (arror): 19
Degreas of freadom (Fegresslon): 3
Chi-sguarad: 5.7%

R-squared: 0.T774317406143

F-sgquared adjusted: O.TIBEAZIL1ZITT
Model F-astatlastic: 21.7Z96TEE383
Model F-statlstle p-walwa: I.32533708544a-06
Modal log-likelihood: -16.6%32011108
AIC: 1.7994Q0ETH2Z5

EIC: 1.996B3&DAT1S

Foot Maean Squarad Error (RMEE): D.5

a = 3.39379191608552304E-01

std arr: 8.T3IAZEE-02

T-stat: 3.3&000E+03

p-atat: 0.00000E+00

55% confidanta lntarvals: [9.92673E-01, 2.93911E-0O1]
b o= 3.30%33750501645340E+02

std arr: 0.00000E+00

t-gtac: INF

p-atat: 0.00000E+0Q

S5% confidanca intarvals: [9.30994E+D2, 9.309%4E+0Z]
¢ = -1.0132150641T4896EE+03

std arr: 0.00000E+QQ

t—gtat: -INF

p-stat: 0.00000E+0Q

SEh confidanos intarvals: [-1.0132ZE+03, -1.01322E+03]
d = 1. 50Z3639051995501E+02

std arr: 0O.00000E+QD

T-gtac: INF

p-stat: 0.00000E+DQ

5% confidanca lntarvals: [1.50Z57E+02, 1.S50Z3TE+0Z]

Coafficlent Covarlanca Matrlax

[ Z.B8775e07a&-07 0.00000000a+00 0. 00000000&+00 0.00000000a+00]
[D. Q. 0. 0.]

[D. 0. 0. 0.]

[D. Q. 0. 0.]
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ZZ. ZunZun.com ZZ.

Logistic A

Equation Family: Sigmoidal

al (1.0 + b*exp(-cx))

y=

40 60 80 100
Tiempo (h)
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DeEaad

ezEaEs 1 agien)z I
Chi-gouazad:

Covarla
T5a~-02

Cc. Sacarosa
ZZ. ZunZun.com ZZ

Gomperiz A

Equation Family: Sigmoidal

y = a " exp(-exp(b - cx))

In (N/No)
N

-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)
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Coafficlants

¥ = a * expl-axplb - axl)
Fitting target of lowast sum of sguared absolute arror = 2.229373937ID6B61DBE+DD

a = 3.TE51465151450Z6EE+00
b= S.T36101Z75Z050006E+00
o = 3.3131964438661Z21E-01

Coafficlent and Flt Stacistles

Most statstics from sclpy.odr.odrpack and http:/fwwd. seipy.org/CockbookfOLS
LL, AIC and BIC from hicp://fstackowverflow.com/questions /7458391 /python-multiple-linear-reJrassion-us
ing-ols-coda-with-spact fio-data

If you @ntered coafficlent bounds. Parameter Statistlics may
not ba valld for paranmetar values at or near the bounda.

Dagraas of freadom (eEror): Z1

Degraas of freadom (regresslon): 2
Chi-gquared: 2Z.22937937207

F-squared: 0.570864603727

F-sguared adjustaed: 0.360033E040EZ

Modal F-statlstic: 349.EBGE3ED253

Modal F-statlstie p-valwa: 1.110Z223024&63a-16
Modal log-likalihood: -5.53E55T63171

AIC: D.T11546474305%

EIC: 0.ESBEQ3Z203103

Root Maan Squared Error (RMEE): 0.3047T7353238

a = 3. TEE146519145E266E+00

atd arxr: 1.IZ5ZTIE-02

t—gtat: 3.3E504E+01

p-stat: 0.00000E+00

SEd confidanes intarvals: [I.5ZZIEE+00, Z.SETILE+DD]
o= 3.7351012752020006E+0Q

std arr: Z.ZI4TEE+O01

t-stat: 2.072ZZE+0Q

p-atat: 5.0T7433E-02

5% confidance lnteevals: [-3.4%631E-02, 1.36ZT2E+D1]
e = 31_31315964438661221E-01

std arr: Z.0D050TE-OZ

t-gtat: 2.3393ZE+00

p-stat: 2.9Z496E-02

SEd confidanes intarvals: [I.6E452E-02, &.257T34E-01]

Coafficlant Covarlanoca Matels

[ O.0B4ZET751 -0.3623T2E1 -0.01361384]

[ -0.38Z2373E1 150.362&6B5T71 4.49251121]
[-0.013613534 4.4%2511Z1 0.13430777]
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ZZ ZunZun.com ZZ.

Richards

Equation Family: Sigmoidal

y=1.0/(a+b* e

In (N/No)
N

-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Coafficlants

yo= 1.0 fa+ b *a™c*) 1°d

Fitting target of lodast sum of sguared absolute arror = 2.229393174131T3SEE+DOD

= S.957127Z1394345TSE-01
= 3.30e02T00412622TTE+DD
-3.313E5ZT456T4530Z1E-O1
= 4.60504523573TE208E+03

BonoE e
]
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Coafficlent ard Flt Statistles

MosT statstics from sclpy.odr.odrpack and hotp://wed. scipy.orgfCockbooskf0LS
LL, AIC and EBIC from hctp:,".ﬂstaﬂkmrn:flw.cm.fquutinns.f?-!!-ﬂ!!l.ﬂpy‘r.hnn-mltipln-linna:—rnq:nssim—m
ing—els-coda-with-spacliic—data

If you entared coefficlent bounds. Parameter statistlcs may
nat ba valid for paramatar valuas at of near the bounds.

Dagraas of freadom (error): 20

Dagraas of freadom (regrassion): 3
Chi-gquarad: 2Z.22939317413

F-squared: 0.5708&642931E3

F-sgquared adjusted: 0.9664393594406

Modal F-statlstic: 22Z.14TE90963

Modal F-statlstic p-valua: 1.55431223448a-15
Modal log-likaelihood: -5.53E6E4ZT7303

AIC: O.754B3EEB5324

EIC: 0.3912305%43E2

Hoot Maan Squared Error (RMEE): 0.304TE1285534

& = 3.93712TZ13194345T5E-01

std arr: 3.460Z3E-05

t—gtat: 1_.65851E+02

p-stat: 0.00000E+0Q

SEh confidanes intarvals: [3.3T7442E-01, 1.0113EE+00]
I = 3.3050BTOD41Z26Z2TTE+DD

atd arr: 6.DB1ZEE+03

t-stat: 5.0DBI3IE-OZ

p-stat: 9_60543E-01

25% confidance lnteevals: [-1.SE76ZE+02, 1.E865TSE+DZI]
o om =3 F1IEHITIHET490Z1E-01

std arr: Z.1473ZE-0Z

T-stat: -Z.ZE130E+00

p-stat: 3_S039TE-DZ

958 confidarce lntervals: [-6.3TO3TE-O01, -2.56933E-D02]
d = 4. 605043235 73TER0GE+D3

atd arxr: 3.EBZESE+D3

t—stat: 4_.EEE11E-0Z

p-stat: 3.61515E-01

oEh confidanes intarvals: [-1.91992E+05, Z.01ZD3E+DS]

Coafficlant Covarlanca Matels

[ Z.17252B4%a-04 -Z2.79715437a+00 -1.267525301a-03 I 4EL479l Em+03]
[ =2.7371543Ta+00 3.E1H85E3Ba+04 -3.15250913a-01 -4.4E15745T7a+07]
[ -1.267525301la-03 -3.15290%13a-01 1.34845465a-01 -2.0Z0959&62a+04]
[ 2.48147516a+03 -4_4E15T457a+07 -IZ.0305556Za+04 5.5TEOS41Za+10]

ZZ. ZunZun.com Z‘Z
Logistic A

Equation Family: Sigmoidal

y=a/ (1.0 + b*exp(-cx))
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In (N/No)
N

-20 0 20 40 60 80 100
Tiempo (h)

Coafficlents

¥o=a f (1.0 + praxpl-cx)}
Fitting tatget of lowaest sum of sguared absolute @rror = 2.2500003533953TZ1E<0D
a = 3.7500017203E33043E+00

b= 5. 400057636254140BE+LE
o= 1.1T7T334ZE4LIZTE4E5E+00
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Coafficlent ard FLT Statistles

Most gstatstics from selpy.odr.odrpack and http:/fwwd. seipy.org/Cookbook/0LS
LL, RIC and BIC from hoop:/fstackoverflow.com/quastions /7458391 /fpython-nmultiple-linear-regrassion—us
ing-ols-coda—with-spaclfic—data

If you entared coefficlent bounds. Paramater statistlics may
not ke valid fer parameter walues at or near the bounds.

Degraas of freadom (erroc): Z1

Degraas of freadom (Fegrasslon): 2
Chi-gquarad: Z.250000354

F-sguared: 0.5705EE231411

F-sguared adjusted: 0.96778TL10593

Modal F-statlstic: 346.4%995Z87

Modal F-statlstie p-walwa: 1.1102Z7302463a-16
Modal log-likalihood: -5.64304331531

AIC: D.T7Z0752&60560%

EIC: D.ESBO1D33B40Z

Hoot Mean Squared Error (RHEE): D.3061EBE241%34

a = 3 TEOOODLITZOBEZZ043E+00

std err: 8.5285TE-03

T=gtat: 3.96BE3E+01

p-stat: 0.00000E+0Q

958 confidanca intervals: [I.55Z50E+D0, 3.9346S1E+00]
b= 5. 4DD05TESE2S41403E+1E

atd arr: 9.3235Z5E+33

t-stat: 5.4176ZE-D4

p-stat: 5.99573E-01

28% confildamca intarvals: [-2.0T233E+20, Z.07341E+20]
o= 1. 1T334ZE413ZTE4S5E+DD

atd arr: Z.S4T3I1E+D3

t-stat: 2.18233E-0Z

p-stat: S.EZSEZE-01

S5% confidanca lntervals: [-1.1172TE+02, 1.l40T4E+DZ]

Coafficlant Covarlance Matrlx

[ E.33333406&-02 -Z.5T7T26334le+l6 -1.72302410&-02]
[ ~Z.5T268341a+1l6 B.ZT2934Z1a+4D 5. 05056546a+22]
[ -L.7ZED241D0a-02 5.05056546a+22 Z.750EZ425a+04]
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