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RESUMEN

La produccion de biodiesel es una alternativa energética a los combustibles fésiles, que
se ha masificado a nivel global y cuyo objetivo es disminuir la contaminacion. Durante la
produccién de este biocombustible es obtenido el glicerol, un subproducto de la reaccién
de transesterificacion a razon de 1Kg/10Kg de biodiesel, lo cual genera grandes

cantidades de residuo, ocasionando problemas de acumulacién y contaminacion.

Este glicerol puede ser aprovechado para obtener dihidroxiacetona una sustancia de alto
valor agregado, con muchas aplicaciones en la industria alimenticia, estética,
farmacéutica y en la industria quimica como precursora de productos de mayor valor
como el acido lactico, propilenglicol y biopolimeros. El objetivo de este trabajo de
investigacion, fue la conversion de glicerol a dihidroxiacetona mediante un proceso

fermentativo Fed-batch.

Fermentaciones anaerobicas a distintas concentraciones de glicerol de 50g/L y 100g/L se
realizaron, utilizando la bacteria Gluconobacter oxydans por su capacidad de oxidar el
glicerol y convertirlo en dihidroxiacetona. El tiempo de fermentacion fue de 72 horas, pH
5.3, temperatura 30°C vy flujo de aireacion de 1,66 vwvm. Cada fermentacion se llevd a
cabo durante 3 dias, se tomaron muestras del caldo y se realizaron alimentaciones cada
12 horas. A cada muestra se le midi6 la cantidad de dihidroxiacetona producida y el
glicerol consumido usando cromatografia de gases y espectrofotometria UV-VIS, mientras
gue la biomasa obtenida se midié por espectrofotometria UV-VIS y ademas, se determind
la variacién de pH.

El rendimiento producto sustrato para concentraciones de 50g/L y 100g/L fue de 91% y
79% respectivamente, el fenémeno de inhibiciéon por parte del sustrato se vio acentuado,
para la concentracién de 100 g/l de glicerol. A mayor concentracion inicial de glicerol el
crecimiento de biomasa es menor, por tanto el rendimiento producto-sustrato disminuye,
por lo anterior si se utiliza una cepa nativa es mejor trabajar con concentraciones iniciales

menores a 100g/L de glicerol o cercanas a 50g/L.

Palabras claves: dihidroxiacetona, glicerol, Gluconobacter Oxydans, Fed-Batch.
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ABSTRACT

Biodiesel production is an energetic alternative from the traditional fuels, which has been
overcrowded at a global scale and which objective is to reduce contamination.

The glycerol is obtained during the production of this biofuel, as product of the
transesterification reaction at a rate of 1Kg/10Kg of biodiesel which generate high amounts

of glycerol leading to accumulation and contamination problems.

Glycerol may be used to obtain dihydroxiacetone, a subtances with high added value, with
applications in the food, pharmaceutics aesthetic and chemical industry, and also as a
precursor of acid lactic, propylenglicol and biopolymers. The objective of this research was
to study the bioconversion of glycerol to dihydroxiacetone, using a fed batch mode
fermentation.

Fermentations anaerobic were performed at different concentration of glycerol 50g/L and
100g/L, the bacteria Gluconobacter oxydans was used by it capacity to oxidize glycerol
and convert it to dihydroxiacetone. The fermentation time was 72 hours, at initial pH 5.3
and constant temperature 30°C. Each fermentation was carried out during 3 dais, samples
of media were taken after 12 hours, and at the same time, the substrate (glycerol) was fed.
For each sample was measured the quantity of dihydroxiacetone produced and the uptake
of glycerol using gas Chromatograph (GC) and spectrophotometry UV-VIS, biomass was

measured by UV-VIS, and pH variations were determinated too.

The yield of dihydroxiacetone production for the concentrations of 50g/L and 100g/L was
91% and 79% respectively, the inhibition phenomenon by the substrate was accented for
the 100g/L run, and the production of biomass was lower. A higher initial concentration of
glycerol decreases the biomass growing, so the yield of DHA is lower, wich means that to
use native strain is better to work with initial concentrations on glycerol lower than 100g/L

or a value approximate to 50 g/L.

KEY WORDS: dihidroxiacetone, glycerol, Gluconobacter Oxydans, Fed batch.
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INTRODUCCION

El incremento en la produccion de biodiesel es debido a las politicas de estado del
gobierno Colombiano, establecidas a partir de 2004 [1]. Las estadisticas apuntan a
una rata actual de 480 mil toneladas de biodiesel por afio, y se estima que a
finales del 2012 la produccién alcanzé las quinientas mil toneladas por afio con un
crecimiento anual de 2.8%. La Federacion Nacional de Biocombustibles determind
gue en el primer periodo del 2011 la producciéon aument6 un 27.6% [2,3].

Las siete plantas que elaboran el biocombustible en Colombia, suman una
capacidad instalada de 516000 Ton/afio de los cuales 21.600 Ton son obtenidas
en la costa Atlantica a cargo de las empresas: Odin Energy, Clean Energy y
Biocombustibles Sostenibles del Caribe. Con la produccion de 10 kg de biodiesel
se obtiene 1kg de glicerol como subproducto de la reaccion de transesterificacion,
a partir de la produccion total de biodiesel en la costa Atlantica se desprende que
21600 Ton/afio son de glicerol [3]. Al relacionar las magnitudes, se determina que
se obtienen 48mil Ton de Glicerol / afio que no pueden ser usados de forma
provechosa, son contaminantes y su eliminacién o disposicion no sera sencilla
[4,5], lo que hace costosa la produccion de biodiesel. Con el paso del tiempo
existird la necesidad de una adecuada disposicion final en lugares especiales para
su almacenamiento, estos factores hacen que el glicerol represente un grave
problema en materia ambiental, por esto se han buscado alternativas para lograr
su degradacion; ya sea por sintesis quimica o por ruta microbiana [6,7].

El glicerol puede ser utilizado para obtener epiclorhidrina, 1,3-dihidroxiacetona,
1,3-propanodiol, acido propiénico, polyhydroxyalcanoate, Eritritol, acido citrico,
hidrogeno, 2,3-butanodiol, acido succinico, etanol, acido 3-hidroxipropionico y
acido glicérico [7]. De estas sustancias destacamos la dihidroxiacetona (DHA), el
componente principal de muchos productos de la industria estética, médica,
farmacoldgica, alimenticia y de la vinicultura. La DHA ha sido obtenida a partir de

glicerol, por medio de fermentaciones usando la bacteria Gluconobacter Oxydans.
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Este método se ha registrado como el mas conveniente comparado con la sintesis
quimica, debido a que es amigable con el medio ambiente, los equipos son
menos costosos, la selectividad es mayor, facilita la purificacion y separacion de la
dihidroxiacetona [8], mientras que a la sintesis quimica de dihidroxiacetona se
suman problemas de manejo eficiente de la energia, conservacién de recursos
naturales y generacion de polucion [7].

Se han realizado investigaciones con el fin de lograr, durante la fermentacion del
glicerol un rendimiento de produccién de DHA que permita un escalamiento a nivel
industrial. Manipulando la actividad metabdlica de las bacterias por medio del flujo
de aireacion [9], también se ha recurrido al uso de geles de inmovilizacion de
bacterias [10], y se ha manipulado el modo de alimentacion [11].

El obstaculo al que se enfrenta este proceso fermentativo, es el efecto inhibitorio
sobre el crecimiento de la poblacion bacteriana, que se presenta a altas
concentraciones de dihidroxiacetona [11]. Algunas investigaciones que pretenden
ser pioneras en esta tecnologia, actualmente se estan desarrollando ensayos con
cultivos mutantes de Gluconobacter Oxydans, algunas han arrojado resultados
positivos, como la disminucion del efecto inhibitorio [11].

En Colombia la dihidroxiacetona es importada de México o Estados Unidos, y se
estima que a nivel mundial la demanda de DHA se incrementara rapidamente
durante los proximos afios, por lo cual la produccion de DHA se considera
econémicamente viable [11]. Por tanto, este un espacio importante para la
investigacion y el desarrollo de tecnologias que permitan la elaboracion de la
dihidroxiacetona.

El precio del glicerol fluctda entre 0,1US/kg y 0,3US/kg, y se estima que seguira
bajando, consolidandose como una materia prima disponible, barata, abundante
y presente en nuestra region. De ahi la importancia para el desarrollo de esta
investigacion, la cual se llevé a cabo en el laboratorio de Biotecnologia de la
Universidad de Cartagena; con el fin de darle uso a este subproducto por medio
de la obtencion de dihidroxiacetona, una sustancia valiosa y de produccién nula en

el mercado local y nacional.
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OBJETIVOS

1.10BJETIVO GENERAL

Aplicar un proceso Fed-batch para la conversion de glicerol a dihidroxiacetona
como producto de valor agregado mediante fermentacion con Gluconobacter

oxydans

1.20BJETIVOS ESPECIFICOS

e Establecer la estrategia de alimentacién del proceso Fed-batch a partir de
la curva de crecimiento de Gluconobacter oxydans para el escalamiento de
un proceso discontinuo a semicontinuo.

e Determinar el efecto inhibitorio del sustrato en la obtencion de DHA a dos
diferentes concentraciones de glicerol.

e Analizar el rendimiento producto/sustrato del proceso de fermentacion del
glicerol con Gluconobacter oxydans estableciendo el perfil de concentracion
del DHA.

e |dentificar la presencia de DHA mediante la caracterizacion del producto
obtenido en la fermentacion del glicerol usando andlisis de cromatografia de

gases (GC) y espectroscopia infrarrojo (FTIR).

1.3 ALCANCE

Este trabajo tiene como finalidad la produccion de dihidroxiacetona a escala de
laboratorio, utilizando un proceso Fed-batch, determinando sus caracteristicas
fisicoquimicas utilizando Cromatografia de gases y Espectroscopia infrarroja FTIR,
con el fin de generar un producto de valor agregado y disminuir el impacto del

glicerol en el medio ambiente.
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2. MARCO DE REFERENCIA

2.1 ESTADO DEL ARTE

La produccion microbiana convencional de dihidroxiacetona a partir de G. oxydans
es una operacion de alimentacion por lotes en un biorreactor de tanque agitado.
En el transcurso de los afios se ha buscado una mejora a este proceso puesto
gue presenta problemas tales como la necesidad de limpieza, esterilizacién y un
nuevo inoculo luego de cada ciclo de alimentacion. Entre las modificaciones y
cambios realizados a este tipo de operacién, esté el proceso semi-continuo de Fed
batch-repetido en el cual se controla la alimentacion de sustrato hasta alcanzar un
valor determinado de la concentracion de DHA, conocido como umbral, con el cual

se busca disminuir la inhibicion por parte del sustrato y del producto [7,10].

Para la fermentacion del glicerol a partir de Gluconobacter oxydans, es de vital
importancia la comprension de la cinética de oxidacion del glicerol, para un mejor
control de las condiciones del proceso y el rendimiento de la fermentacién para la
produccién de dihidroxiacetona. Muchos han sido los estudios y modelos
matematicos realizados, para tener un mejor conocimiento de la cinética de
fermentacién de glicerol, pero no se ha logrado investigar la inhibicion por parte
del sustrato y producto en el crecimiento de la bacteria. Dichos modelos solo
proporcionan informacion sobre la dindmica de fermentaciéon mediante perfiles de
concentracion entre los 20-100 g/L. Por otro lado, se ha propuesto la
inmovilizacién de las células usando un polimero adecuado para que las bacterias
no entren en contacto directo con el sustrato y el producto, disminuyendo la

inhibicion y con la ventaja de reutilizacion de las células [7,12,13].
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2.1.1. Produccién de dihidroxiacetona a partir de glicerol residual utilizando
cepas mutantes de gluconobacter oxydans.

Los estudios recientes han buscado un mejor rendimiento en la conversion de
glicerol en DHA. En la actualidad, la cepa G. oxydans ha sido modificada
genéticamente, para aumentar la produccion de DHA. La mutacion de estas cepas
se hizo por irradiacion laser de He-Ne, lo cual implicaria realizar pruebas de
irradiacion laser hasta obtener la cepa mutante 6ptima para la produccién de DHA.
Al trabajar con cepas mutantes de G. oxydans, la cual contiene las enzimas
alcohol deshidrogenasa (ADH) y acetaldehido deshidrogenasa (ALDH), se
observaron buenos resultados. En otros estudios, las biotransformaciones de
glicerol con cepas mutante de Gluconobacter oxydans, se realiz6 en un proceso
de conversién con un pH controlado, y alto suministro de oxigeno de manera
continua. Este proceso junto con la cepa mutante presento una conversion de
DHA relativamente buena en comparacién con la inmovilizacién de células u otros

procesos fermentativos del glicerol [10,14].

2.1.2 Produccion de dihidroxiacetona a partir de glicerol residual en un
bioreactor aireado

La conversion de glicerol a DHA con un mejor rendimiento se obtuvo al utilizar un
bioreactor aireado que presento caracteristicas tales como un buen disefio y
ausencia de partes moviles, el cual fue conectado a una region liquida unida a
una regién gasificada, este tipo de bioreactor proporcioné ventajas durante la
operacion y mantenimiento del equipo. Debido a la necesidad de oxigeno para la
biotransformacion de glicerol en DHA y las caracteristicas que presenta este tipo
de bioreactor, por su aplicabilidad y el rendimiento en la produccion de DHA a
partir de glicerol se hace necesario considerar el uso de este tipo de proceso. Este
bioreactor aireado proporciond el oxigeno requerido para la G. oxydans

permitiendo que se llevara a cabo la fermentacion del glicerol, y con ello un mayor
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tiempo de residencia de oxigeno en el medio liquido, mejorando el area de
contacto entre las dos fases para la transferencia de masa [6].

2.2 ANTECEDENTES

Rutten A.M realizd6 un estudio utilizando la Acetobacter suboxydans
posteriormente llamada Gluconobacter oxydans: Demostrando la habilidad de ésta

bacteria para producir DHA a partir de glicerol [15].

Kustova et al., iniciaron la sintesis de obtencién de dihidroxiacetona usando
Gluconobacter oxydans, teniendo en cuenta la aireacion del medio de cultivo y
observando que a altas tasas de aireacion la degradacién del glicerol era mayor
debido al aumento de la actividad metabdlica en la membrana celular de las
bacterias, este incremento se di6 por el aumento del oxigeno disponible para la

oxidacion del glicerol [16].

Makhotkina et al., comenzaron la conversiébn de glicerol a dihidroxiacetona
usando un gel de poliacrilamida para inmovilizar las células, concluyendo que por

este método aumentaba el rendimiento producto - sustrato de manera leve [17].

Claret y et al, analizaron por primera vez el efecto inhibitorio de la dihidroxiacetona
en el crecimiento de la Gluconobacter oxydans variando solamente las
concentraciones iniciales de sustrato y determinaron que a concentraciones
iniciales de glicerol mayores a 100 g/L se presentaba inhibicién al crecimiento

bacteriano, disminuyendo asi el rendimiento de produccion de DHA [9].

Ohrem et al., desarrollaron un modelo para describir la oxidacion del glicerol
basandose en la actividad respiratoria de la bacteria Gluconobacter oxydans, y
comprobaron que la cantidad de oxigeno consumida por la bacteria es
directamente proporcional a la tasa de oxidacion de glicerol y a la velocidad de

formacion de producto [18].
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Tka’'c et &l., realizaron una fermentacién con células inmovilizadas con el fin de
probar la eficacia del uso de un biosensor para la determinacion del perfil de la
concentracion de dihidroxiacetona a lo largo del tiempo, determinaron que el
biosensor tenia una precision del 95% y que la produccion de DHA era

indiferente respecto de la utilizacion de células inmovilizadas [19].

Hekmat et &l., utilizaron diferentes modos de operacién y experimentaron con
células inmovilizadas para combatir el efecto inhibitorio en el aumento de la
poblacion bacteriana. Ellos concluyeron que el uso de células inmovilizadas no
afecté de forma significativa el rendimiento de la fermentacién en los modos de

operacion batch y fed batch [8].

2.3 MARCO TEORICO

2.3.1 Glicerol

El biodiesel hoy dia, es aceptado como un combustible renovable y se busca
disminuir los costos relacionados con la produccion de este biocombustible. Existe
un exceso de glicerol relacionado a la creciente demanda de biodiesel. El glicerol
se genera como un subproducto no sélo en la produccion de biodiesel, de forma
natural se presenta como una mezcla de triglicéridos en los aceites vegetales y
grasas animales, también es producido por reaccion quimica y enzimatica durante

la produccion de bioetanol [4,12].

El glicerol es un trialcohol que posee dos grupos hidroxilos primarios y uno
secundario. Sus aplicaciones son diversas entre las mas comunes se encuentra
su uso como humectante, plastificante, emoliente, espesante, disolvente,
lubricante, edulcorante y anticongelante. También por sus excelentes propiedades,

es usado como ingrediente o transformado en los siguientes productos:
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cosmeéticos, articulos de tocador o cuidado personal, medicamentos y productos
alimenticios [4,20].

Actualmente la produccion de glicerol crudo supera la demanda comercial debido
al crecimiento en la produccion de biodiesel. EI glicerol no sélo es barato y
abundante, por su alto grado de reduccién de azlcares se pueden obtener
productos quimicos tales como succianato, etanol, xilitol, hidrégeno y propionato a

rendimientos mas altos que los obtenidos utilizando azucares comunes [21].

Aunque, las aplicaciones del glicerol sean muchas, la creacion de biorefinerias
apunta hacia la estabilidad econémica-ambiental y la obtencién de productos de
mayor valor econdémico, como una solucién al exceso de este subproducto en la
produccion de los biocombustibles. Varias opciones se han propuesto, entre ellas
las transformaciones quimicas y biologicas para convertir el glicerol en productos
de mayor valor agregado. Tales como la conversion de glicerol en propilenglicol y
acetona, la esterificacion de glicerol, la conversion microbiana o fermentacion de
glicerol al 1,3-propanodiol, 1,3 dihidroxiacetona, acido propionico, butanol, acido

succinico, polihidroxialcanoatos, hidrégeno y etanol, entre otros [20,21].

Diversos microrganismos son capaces de metabolizar glicerol y su metabolismo
fermentativo ya ha sido estudiado, por ejemplo: las bacterias Citrobacter,
Klebsiella, Enterobacter y Clostridium para sintetizar 1,3 propanodiol. La
Acetobacter y las especies de Gluconobacter para la conversion de glicerol en 1.3
dihidroxiacetona. La produccion de acido propionico al utilizar el glicerol como
fuente de carbono por la Propionibacterium. La fermentacién de glicerol usando
Clostridium pasteurianum para obtener butanol. Y asi sucesivamente muchos
procesos bioldgicos o rutas biotecnolégicas hacen del glicerol el precursor de
muchos productos que le dan una valorizacibon mayor a este producto o

compuesto considerado hoy dia como una amenaza ambiental [10,12,20].
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2.3.2 Gluconobacter oxydans

La bacteria Gluconobacter oxydans, anteriormente se conocia por el nombre
Acetobacter oxydans, se caracteriza por la capacidad de oxidacion de la glucosa a
gluconato y presenta una pequefia dificultad para la oxidacion de etanol a acetato.
Los géneros Gluconobacter y Acetobacter se encuentran relacionados entre si y
son clasificados como bacterias productoras de acido acético. Lo que diferencia
una de la otra es la oxidaciéon de glucosa a etanol [20,22].

La Gluconobacter oxydans pertenece a la familia Acetobacteraceae, es una
bacteria gram-negativa y por sus requerimientos de oxigeno se clasifica como
aerobio obligado. Entre los usos industriales del género Gluconobacter, esta la
produccion de L-sorbosa a partir de D-sorbitol, D-glucénico, acido 5-ceto y 2-
cetoglucénico, acidos de D-glucosa, y dihidroxiacetona a partir de glicerol [8,22].
Las cepas de Gluconobacter florecen en nichos de dulces, en las flores y frutas
como las uvas maduras y las manzanas. No han presentado ningun efecto
patogénico hacia el hombre y animales aunque causan pudricion bacteriana en las
manzanas y peras [22].

Esta bacteria esta conformada por dos grupos; un grupo de enzimas de particulas
fuertemente ligadas a la membrana bacteriana y vinculada a los sistemas del
citocromo. Estas enzimas catalizan la oxidacion directa de los sustratos,
primordialmente en la formacion oxidativa de &cido acético, D-gluconato, 2-0-5-
ceto-D-gluconato, Lsorbose, y dihidroxiacetona. El segundo grupo consta de
enzimas localizadas en el citoplasma y a su vez catalizan el metabolismo
intracelular de los hidratos de carbono [18].

La bacteria Gluconobacter oxydans produce por lo general oxidacion incompleta
de azucares, alcoholes y acidos, incluso en presencia de una gran cantidad de
oxigeno. Cerca del 85% de las cepas Gluconobacter son capaces de formar acido
a partir de n-propanol, nbutanol, glicerol, m-eritritol, D-manitol, D-arabinosa,
Dribose, D-fructosa, D-manosa y la maltosa. Anteriormente, se han hecho estudios

cinéticos y de optimizaciéon para la produccion de DHA a partir de glicerol
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utilizando G. Oxydans, por la aplicabilidad que presenta la dihidroxiacetona en las

industrias quimica y farmacéutica [8,22].

2.3.3 Crecimiento microbiano y caracteristicas de la gluconobacter oxydans

El crecimiento microbiano se puede determinar mediante el célculo del nimero de
células que existen en una suspension, mediante el recuento celular, masa celular
(peso seco, turbidimetria), entre otros. Estos a su vez se clasifican en métodos
directos y métodos indirectos. La determinacion de peso seco y recuento celular

son métodos directos y la turbidimetria es un método indirecto [23].

Ahora bien la cinética de crecimiento de un cultivo por lotes o batch se caracteriza
por ser un cultivo realizado a un volumen finito [23], describiéndose por la

siguiente figura:

Figura 1: Curva de crecimiento microbiano

Logute
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lag  exponencial / estacionana \mmlldad
\

, / \
\

/ \

Tiempo  (horas)
Fuente: Cinética de Crecimiento [18].

En la Figura 1 se puede observar las cuatro fases caracteristicas en el medio de

cultivo batch:

e Fase lag o fase logaritmica: en donde el microorganismo se adapta a las

nuevas condiciones, luego de pasar del inoculo al caldo de fermentacion.
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e Fase exponencial: en donde se observa el crecimiento de la bacteria y/o el
consumo del sustrato por parte de la cepa.

e Fase estacionaria: en donde la cepa al tiempo que va creciendo y
alimentandose, algunas de estas mueren por lo cual no se observa cambios
en la cantidad de células presentes.

e Fase de muerte: es en donde el numero de microorganismos Vivos
empiezan a disminuir en la mayoria de los casos de manera exponencial, lo
cual puede ser debido a diferentes factores, entre los cuales la falta de

sustrato o la presencia del producto pueden afectar su crecimiento [23].

La rapidez de crecimiento de las células puede verse afectada por varios factores,
entre los cuales esta: la concentracion de sustrato, la temperatura, el pH, y en
algunos casos el producto obtenido en la fermentacion. El efecto de la
concentracion de sustrato se ve reflejado en la concentracion de microorganismos
libres para reaccionar con el sustrato, tomando en cuenta la concentracion inicial
de sustrato y la concentracion de este después de haber pasado determinado

tiempo [23].

El efecto de la temperatura es de vital importancia porque debe tomarse en cuenta
la temperatura Optima de crecimiento de la cepa [21]. Para el caso de la cepa
Gluconobacter oxydans es de tipo mesdéfilo segun el rango de temperatura optima

de crecimiento, mostrado en la Tablal:

Tabla 1. Temperatura Optima de Crecimiento

Clasificacion | Rango Temperatura

Optima

Terméfilos | 25-80°C | 50-60°C

Mesofilos 10-45°C | 20-40°C

Psicrofilos -5-30°C 10-20°C

Fuente: Cinética de Crecimiento [23].
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El efecto del pH es de suma importancia al llevarse a cabo un proceso
fermentativo, debido a que la mayoria de los microorganismos crecen en pH
cercanos a la neutralidad, aunque algunos son capaces de crecer en medios
acidos [23]. Segun el rango de pH en el que crece la cepa Gluconobacter oxydans
es de tipo aciddfilo. Dependiendo del rango de pH del medio en donde se

desarrollen los microorganismos se clasifican en la Tabla 2:

Tabla 2. Clasificacion de los Microorganismos segun el pH

Clasificacion | pH externo | pH interno

Acidofilos 1-5 6.5
Neutroéfilos 5.5-8.5 7.5
Alcal6filos 9-10 9.5

Fuente: Cinética de Crecimiento. [21]

La Gluconobacter oxydans metaboliza el glicerol usando la ruta de degradacion
pentosa-fosfato a través de la enzima glicerol deshidrogenasa. La reaccion de
fermentacion es:

1 G. Oxydans
Glycerol + EOZ —— > DHA + H,0

DHA + 30, - 3C0, + 3H,0 Ec. (1) [24]
Donde el CO; y el agua son productos indeseados.
Parametros cinéticos de la curva de crecimiento

Aplicando un modelo de linealizacion en este caso logaritmica y siguiendo la regla
de los logaritmos, por medio de la curva de crecimiento microbiano,
especificamente la fase exponencial, se puede calcular la velocidad de
crecimiento microbiano y con este el tiempo de duplicacion mediante las
siguientes ecuaciones:

Inx, — Inx;
p=—2—"" Ec.2[24]
=14
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Dénde:

x,. Es la concentracion de biomasa alcanzada hasta el inicio de la fase
estacionaria.

x;: Es la concentracion de biomasa alcanzada al inicio de la fase exponencial.
t,: Es el tiempo en el que inicia la fase estacionaria.

t;: Es el tiempo en el que inicia la fase exponencial.

u: Es la velocidad especifica de crecimiento.

tq: Es el tiempo de duplicacion de la bacteria.

En la Figura 2, se muestra la linealizacién de la curva de crecimiento para la
Saccharomyces cerevisiae, la cual explica el modelo de linealizacién logaritmica

para el célculo de la velocidad especifica de crecimiento microbiano.

Figura 2. Curva de crecimiento para Saccharomyces cerevisiae. (a) Datos lineales representados
directamente en el grafico. (b) Linealizaciéon de los datos por representacion logaritmica de la

concentracién de biomasa vs tiempo.

Yeast concentration (g + )

Natural logarithm of yeast concentration

Fuente: Bioprocess Engineering Principles [22].
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Una relacion entre la cantidad de biomasa producida y la cantidad de sustrato
consumido, esta relacion es expresada cuantitativamente usando el rendimiento

de biomasa, el cual viene dado por la siguiente ecuacion:

Xr—X
_ 0 0
YX/S =3, s * 100% Ec.4[20]

g produccion de biomasa

Y =
X/s[ ] g consumo de sustrato
Donde:

X Es la concentracion final de biomasa.
X, Es la concentracion inicial de biomsa.
So: Es la concentracion inicial de sustrato.
S¢: Es la concentracion final de sustrato.

Yx/S: Es el rendimiento biomasa/ sustrato.

Un gran namero de factores influyen en el rendimiento de la biomasa, entre estos
la composicién del medio, las fuentes de carbono y de nitrégeno, el pH vy la

temperatura. Esta es mayor en cultivos aerébicos que en anaerdébicos.

El rendimiento producto/sustrato es la relacion entre el producto formado y el

consumo de sustrato y viene dado por la siguiente ecuacion:

MDHA

- Mglyf

Yp, = 1009 Ec.5 [9
P/S Mglyo ¥ /0 ¢ [ ]

g producto formado

Yx, [=
/sl g consumo de sustrato

Doénde:

Mpya: Es la masa de dihidroxiacetona final obtenida.

My,,,:Es la masa inicial de sustrato (Glicerol).
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g,yf:Es la masa final de sustrato (Glicerol).

YP/SI Es el rendimiento producto/ sustrato.

2.3.4 Fermentacion del glicerol con gluconobacter oxydans usando un
proceso Fed-batch.

Los medios de cultivo utilizados para la produccion de dihidroxiacetona incluyen
glicerol, sales minerales y ciertos aminoacidos. En estudios previos se encontrd
que el requisito en los factores de crecimiento para este tipo de bacteria era el
acido pantoténico siendo esencial para el crecimiento, al igual que el acido p-
aminobenzoico. La incorporacion de estos tres componentes (pantotenato, acido
p-amino benzoico y acido nicotinico) y dos aminoacidos (serina, glutamina)
reducen la concentracion de extracto de levadura en un 5-10% de la concentracién

inicial. Lo que trae consigo una mayor conversion a dihidroxiacetona [7].

Proceso batch: La produccién de dihidroxiacetona por medio de la fermentacion
de glicerol con G. oxydans se realiz6 con un medio liquido que contenia 4.0-5.5%
de solucion de glicerol y extracto de levadura al 3%. Las condiciones del proceso
fermentativo aplicado fueron: pH constante de 5.2, temperatura de 28°C, agitacion
de 800 rpm y aireacién 1vvm. Para una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L
se obtuvieron 45.85, 4535 y 46.65 g/L de DHA, para un rendimiento
producto/sustrato de 86.6, 85.6 y 88.0 % [7].

Proceso Fed-batch: Este proceso de fermentacion de glicerol para obtener
dihidroxiacetona de alta concentracion es llevado a cabo al mismo tiempo, con un
contenido de glicerol de 25 a 30 g/L. En estudios anteriores se observo que el
tiempo necesario para producir 108 g¢/L de dihidroxiacetona fue de
aproximadamente 40 h, mientras que el tiempo en el proceso batch fue de 60 h,

para producir 92.5 g/L. El principal problema que presenta el proceso de
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fermentacion del glicerol con G. oxydans es la inhibicibn del crecimiento
microbiano por parte del sustrato y el producto, por lo cual se hace necesario que
la concentracién del producto se mantenga por debajo del umbral critico, donde la
produccion de DHA se ve disminuida. Ademas, como la cantidad de biomasa esta
relacionada directamente con la cantidad de enzima disponible, para que la
fermentacién de dihidroxiacetona se lleve a cabo debe existir un aumento en la

concentracion de la biomasa [7,11,18].

Una forma de evitar la inhibicion provocada por el producto y el sustrato durante
el cultivo, es inmovilizando las células, esto se hace colocandolas sobre la
superficie de un polimero, logrando que no estén en contacto directo con el
sustrato y el producto. Esto puede ser ventajoso debido a la reutilizacion de las
células y la eliminacion de productos en los procesos de recuperacion [7].

Para tener un buen control de las condiciones del bioproceso y que el rendimiento
de fermentacion del glicerol sea el 6ptimo, se debe tener en cuenta la cinética de

oxidacion del glicerol [7].

2.3.5 Proceso Fed- batch repetido para la obtencion de dihidroxiacetona a
partir de glicerol.

El proceso usado para la produccién microbiana de la dihidroxiacetona (DHA) por
medio de G. oxydans es el proceso Fed-batch en un bioreactor de tanque
agitado. Este proceso presenta desventajas como la necesidad de limpieza,
esterilizacion y procesos de inoculacion después de cada ciclo. Por esta razon,
surgid la necesidad de modificar dicho proceso, el cual tiene por nombre proceso
Fed-batch repetido, se diferencia del proceso Fed-batch normal porque la
fermentacion se lleva a cabo con una alimentacion controlada de sustrato hasta
una determinada concentracion de DHA, es decir hasta alcanzar el valor del

umbral critico. Valor en el cual el producto comienza a inhibir el crecimiento
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microbiano. Luego es extraido gran parte del caldo de fermentacion y al bioreactor
se ingresa un nuevo medio, de modo que el volumen del caldo restante forma

parte del inoculo del siguiente ciclo [9,11].

2.3.6 Dihidroxiacetona (DHA)

La dihidroxiacetona es utilizada en la industria cosmética, farmacéutica, y médica,
ademas es un compuesto usado como materia prima para la sintesis organica de
una gran variedad de productos quimicos. En cosmética para la fabricacion de
bronceadores artificiales. En medicina debido a la capacidad que presenta la
dihidroxiacetona de causar pigmentacion, es usado para el tratamiento del vitiligo,
una enfermedad autoinmune en la que los melanocitos mueren, causando
manchas blancas de forma irregular en la piel [8]. Como proteccion contra una
enfermedad llamada Porfiria variegata, puesto que la dihidroxiacetona puede
proporcionar cierta proteccion contra los rayos UVA. Como componente en la
sintesis de productos quimicos como el acido lactico y 1, 2 propilenglicol [7].

La produccién quimica de DHA es de un costo elevado, por lo tanto la sintesis de
DHA se realiza empleando un proceso microbiano por ser menos costoso. La
sintesis de DHA se lleva a cabo mediante la oxidacion de glicerol utilizando la
bacteria de acido acético G. oxydans, en un proceso que requiere de una buena
oxigenacion y extracto de levadura como fuente de nitrdgeno. Uno de los
principales problemas de la sintesis microbiana de DHA es el efecto inhibitorio
originado por el sustrato y el producto sobre el crecimiento microbiano, para
disminuir este efecto se han estudiado varios métodos entre los cuales se
encuentran la aplicacion de un bioreactor aireado y la inmovilizacion de células
[8,9,20].

La American Chemical Society estima que la demanda de DHA se incrementara
rapidamente en los proximos afos, por tanto es de vital importancia la produccion

de DHA, mediante fermentacion, de manera que su produccidon sea
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econdmicamente viable [20]. Entre los microrganismos que pueden transformar
glicerol en DHA, se encuentra la G. oxydans, la cual ha sido ampliamente
utilizada debido a su mayor conversién de DHA, estabilidad y menos subproductos
[7].

Hoy dia, se ha comenzado a tomar en cuenta las rutas microbianas, porque la
produccién quimica de DHA trae costos elevados y mayores medidas de

seguridad por las reacciones quimicas que se llevan a cabo en el proceso [7].
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3. METODOLOGIA

3.1 TIPO DE INVESTIGACION

Esta investigacion es cuantitativa de tipo experimental, porque se realizaron
pruebas de laboratorio para observar y estudiar el comportamiento de las variables
de interés y su respuesta ante la modificacion de las variables independientes.
Para dar cumplimiento a los objetivos trazados, se realiz6 una revision
bibliografica, con el fin de conocer los diferentes métodos y resultados de
investigaciones previas, donde se uso el glicerol, como Unica fuente de carbono en
un proceso fermentativo para obtener dihidroxiacetona (DHA). Relacionando éstas
metodologias y resultados con las condiciones especificas de la region, se
selecciond una ruta experimental por la cual era factible la produccion de
dihidroxiacetona. Modificando la concentracion inicial de glicerol y su influencia

sobre el rendimiento producto/sustrato de la fermentacion.

3.2TECNICAS DE RECOLECCION DE INFORMACION

3.2.1 Fuentes de informacién primaria

El proceso fermentativo y la toma de muestras, para obtener DHA a partir de
glicerol y Gluconobacter oxydans, fue llevado a cabo en el laboratorio de
Biotecnologia de la Universidad de Cartagena, sede Piedra de Bolivar, con el
propésito de establecer el perfil de concentracion de sustrato, producto y

biomasa, dichos perfiles permitieron estudiar la cinética de la reaccién bioldgica.

El rendimiento producto/sustrato se determiné a partir de la muestras, con los
resultados iniciales y finales obtenidos de produccion de DHA y el consumo de
glicerol por parte de la cepa. Todo esto empleando el método de DNS (ANEXO
D), en un espectrofotometro UV-VIS, con solucion de 3.5 acido dinitrosalicilico que
permitio observar y determinar cualitativamente el aumento en la concentracion de

DHA transcurrida las 72 horas, que durd la fermentacion. Ademas, se utilizo el
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cromatografo de gases (GC) para determinar la presencia de DHA (ANEXO N-N) y
el FTIR para conocer los grupos funcionales mas representativos (ANEXO T).

3.2.2 Fuentes de informacion secundaria

Diferentes articulos cientificos fueron tomados de la base de datos Science Direct
de la Universidad de Cartagena, en los cuales se evaluaron aspectos decisivos
para llevar a cabo los experimentos como, escoger la bacteria fermentativa mas

conveniente, los macro y micronutrientes del medio de cultivo.

3.2.3 VARIABLES

Al ser un proyecto de investigacion de tipo experimental, en este participan las

siguientes variables:

Variables independientes: concentracidon de glicerol y el tiempo en que se llevé a

cabo cada fermentacion.

Variables dependientes: concentracion de DHA, concentracion de Biomasay

consumo del glicerol.

Variables intervinientes: aireacion, temperatura, pH y agitacion.

En la Tabla 3 se presenta las caracteristicas de las variables manejadas en la

presente investigacion.
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Tabla 3. Operacionalizacion de las variables

TIPO DE VARIABLE DEFINICION INDICADOR
VARIABLE
Independiente Tiempo Lapso necesario para horas
completar la

fermentacion

Concentracion de Cantidad de glicerol Gramosl/litro
glicerol. en gramo por litro
Dependiente Concentracion de Cantidad de DHA en Gramosl/litro
dihidroxiacetona. gramo por litro
Concentracion de Cantidad de Gramos /litro
biomasa. biomasa en gramo
por litro
Concentracion de Cantidad de Gramos /litro
glicerol glicerol en gramo
por litro

Cantidad O- en litros

Interviniente Aireaciéon .
de aire por hora.

Litros de

O,/horas
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Contenido de la

Temperatura .
energia interna de

las moléculas.

°C

Nivel de Acidez y

PH Alcalinidad.

Unidades de pH

Movimiento fuerte y
Agitacion :
repetido, usado para

disolver o para

mezclar.

rpm

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

3.2.4 Diseio experimental unifactorial

El disefio de experimento de esta investigacion fue de tipo unifactorial, donde la

variable de respuesta depende de la influencia de un Unico factor, de forma que el

resto de las causas de variacién son tomadas en cuenta en el error experimental.

Donde el factor a variar en nuestro caso fue la concentracion inicial de glicerol y el

nivel de variacién fue de 2, esto debido a la disponibilidad de tiempo para la

realizacion de un 3 o 4 experimento con las dos concentraciones manejadas de

glicerol, incluyendo la toma de muestras, separacion, analisis cualitativo vy

cuantitativo de las 7 muestras tomadas por cada experimento.

En la tabla 4 se muestra el disefio de experimentos aplicados en la presente

investigacion.
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Tabla 4. Disefio de experimentos

Nombre del factor Simbolo Niveles del factor
Nivel bajo (-) Nivel alto (+)
Concentracion de X 50 100

glicerol (g/L)

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Factores: concentracion de glicerol de 50-100g/L.
Nivel de variacion: 2
21 =2

2 X duplicado= 4 Experimentos.

3.3 PROCEDIMIENTO

3.3.1 Instrumentacién. El reactor aireado donde se realizaron las pruebas. El
reactor consta de un erlenmeyer con capacidad del000 ml con desprendimiento
lateral para salida del aire y alimentacion del medio rico en sustrato, dos
reguladores de flujo tipo venoclisis, uno para el suministro de oxigeno al medio, y
otro para la toma de muestras. Una bomba con flujo de oxigeno maximo de
34.203L/h de aire, con un flujo de oxigeno utilizado de 25.652L/h, para el
suministro de oxigeno al medio fermentativo controlado por un regulador de flujo.
Este reactor se instalé dentro de un Shaker (Lab. Shaking Incubator. Model: IN-
666. GEMMYCO) que garantiz0 la estabilidad del proceso fermentativo

manteniendo la temperatura constante y suministrando una agitacion adecuada.

3.3.2 Materiales y métodos

Los materiales utilizados en esta investigacion fueron: cepa Gluconobacter
oxydans, glicerol, reactivos para la activacion de la cepa (agar, extracto de

levadura, glucosa, CaCO3) [9], reactivos para el medio de fermentacion (glicerol,
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extracto de levadura, sulfato de amonio, K2ZHPO4, KH2PO4, sorbitol, cloruro de
calcio, soluciones de HCI 2M y NaOH 0.1N) [9] y reactivos para la lectura de
absorbancia de la DHA en el espectrofotémetro UV-VIS (Acido dinitrosalicilico,
NaOH vy tartrato de sodio- potasio) [25]. Los cuales fueron suministrados por los
laboratorios del programa de Quimica y Farmacia de la Universidad de Cartagena
- sede Zaragocilla. Exceptuando la cepa Gluconobacter oxydans la cual se compré
al Centro Espafol de Cultivos Tipo — Universidad de Valencia, identificada como
CECT 360 Gluconobacter oxydans, la cual fue seleccionada como la indicada para
llevar a cabo la conversion de glicerol en DHA puesto que esta bacteria es capaz
de realizar este tipo de conversion. El glicerol purificado fue comprado en Quimica
del caribe Ltda, ubicado en Mtz Martelo Cr 2620-35L2. Y la dihidroxiacetona fue
comprada en Quimifast y CIA S.A.S — Principal. CL54N 48-53 Itagui- Antioquia.

3.3.2.1 Medios de cultivo

La seleccion del medio de cultivo se hizo tomando en cuenta el rendimiento
producto sustrato obtenido en los diferentes articulos, del cual se escogio el que
mejor rendimiento producto sustrato present6. Para la activacion de la Cepa
Gluconobacter oxydans, se preparé un medio solido rico en glucosa (glucosa 5 g,
extracto de levadura 0.5 g, CaCO3 1 g, y agar 0.75 g) en un volumen de 50 ml, y
un medio solido rico en glicerol que contenia (glicerol 1 g, extracto de levadura 0.5
gy agar 1 g) y ademas, se prepararon dos medios liquidos con componentes que
poseen las mismas concentraciones del medio solido, pero sin agar para un
volumen de 50 ml. Ambos con un pH de 6 +0.01. Posteriormente fueron
esterilizados en autoclave (Autoclave. Modelo: STURDY. SA-300H. Marca:
GEMMYCO), inoculados y colocados en la incubadora (Forced Convection
Laboratory Incubator. Marca: ISOCIDE-ESCO ISOTHERM) a 28 ° C, durante 24 h.

Luego se refrigeraron para hacer los repiques sucesivos cada dos meses.
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3.3.2.2 Preparacion del inéculo

El inoculo fue preparado con los reactivos utilizados para el medio de fermentacion
tales como: glicerol 50-100 g/L, extracto de levadura 2.5¢/L, NH4SO,4 2g/l, K;HPO,
0.11g/l, KH,PO,4 0.99g/l, sorbitol 10g/l, CaCl, 1.5¢g/l. En un volumen de 40ml de
agua destilada. Se midi6 el pH hasta alcanzar un valor de 5.3 = 0.01,
posteriormente fue esterilizado en el autoclave por espacio de hora y media.
Luego en la camara de flujo laminar (Laminar Flow Cabinet. Marca: streamline
laboratory products. Model: SHC-4 A 2), se hizo el pasaje celular de la cepa
activada con anterioridad y por ultimo se procedid a la incubacién en un Shaker
(Lab. Shaking Incubator. Model: IN-666. GEMMYCO) a 30°C, con 150 rpm de
agitacion por 24 h.

3.3.2.3 Cultivo por lote

El cultivo por lotes se realizé en 10 erlenmeyers con capacidad de 100 ml para
hacer la cinética y tomar 10 muestras por duplicado, se utilizé un volumen de 25
ml y un erlenmeyer de 250 ml con 100 ml de medio de fermentacion para hacer
peso seco. Antes de inocularlos se ajustd el pH a 5.3 £ 0.01 y después fueron
esterilizados. Luego a cada erlenmeyer les fue agregado 0.8 ml de indéculo,
exceptuando el erlenmeyer de 250 ml al cual se le agregd 3.2 ml de inéculo.
Posteriormente se colocaron en el shaker (Lab. Shaking Incubator. Model: IN-666.
GEMMYCO) para mantener las condiciones del proceso, temperatura de 30°C y
agitacion de 150 rpm durante un tiempo de 72 h. La toma de muestras se realiz6
en un rango de 5-7 h durante el dia y entre la noche y la mafiana siguiente con un

lapso de tiempo de 12 h.
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3.3.2.4 Cultivo Fed-batch

El medio de fermentacion contenia: glicerol 50-100 g/L, extracto de levadura
2.5¢/L, NH4SO,4 2g/l, K;HPO4 0.11g/l, KH,PO4 0.9¢/1, sorbitol 10g/1, CaCl, 1.5g/1. El
volumen inicial del cultivo Fed-batch fue de 300ml y se hizo el pasaje celular con
un inoculo cultivado durante 24h. El proceso fermentativo se llevé a cabo con
agitacion de 150 rpm, flujo de aireacién de 1,66vvm, pH de crecimiento 5.3+0.01,
temperatura constante de 30°C durante 72 horas, y una alimentacion constante
cada 12 horas de 30 ml del medio de fermentacion hasta alcanzar un volumen de
450ml. Se observo y analizé la cantidad de DHA obtenida en cada experimento

por duplicado estableciendo rendimiento producto/sustrato [9].

3.3.3 Técnicas analiticas

e Determinacion del pH

El pH durante la fermentacién después de pasadas las 24h se mantuvo constante
en valores cercanos a 3 para ambas concentraciones de glicerol iniciales. Se
determind con un pH-metro (Model: pH 921. Seria. 110201. Marca: GEMMYCO),
para el medio con que se activd la cepa, al preparar el inéculo y el medio de
fermentaciéon. El pH de las muestras tomadas cada 12 horas fue medido para
observar el comportamiento del pH con respecto al tiempo, por la presencia de

DHA en el medio fermentativo.
e Determinacion de la biomasa
La concentracion de la biomasa (g/L) se determin6 por densidad optica, mediante

el registro de unidades de absorbancia y concentracién de cada muestra a una

longitud de onda de 578 nm en un espectrofotometro UV-VIS (UV-VIS Scanning
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Spectrophotometer. Model: spectro UV-2650. Marca: LABOMED. INC). Con éstos
datos se generdé una curva de calibracibn de biomasa para la G. oxydans,
relacionando la absorbancia con la concentracion. (ANEXO B, C, F, J, K)

La cinética de crecimiento de la bacteria Gluconobacter oxydans se realiz6 por el
método de peso seco, el cual consistio en separar la biomasa del medio de
fermentacion de un volumen de 100 ml, se lavé con solucion salina dos veces, se
secO en un horno (Forced convection laboratory oven. Marca: ISOCIDE-ESCO
ISOTHERM) a 80°C por 4-6 h y la biomasa seca se diluyé en 10 ml de agua
destilada. De esta suspensiéon se tomaron 4ml y se hizo la lectura de absorbancia
en el espectrofotometro UV-VIS (UV-VIS Scanning spectrophotometer. Model:
spectro UV-2650. Marca: LABOMED. INC) a 578 nm y con diluciones de 4 ml de
muestra y 1 ml de agua destilada, hasta alcanzar un valor cercano a cero de
absorbancia, tomando en cuenta el factor de dilucién de 4/5. De los 6ml restantes
de la suspension de biomasa se tomaron 4 ml, los cuales fueron embazados en
dos cajas de Petri previamente pesadas, se volvieron a pesar con la suspension y
se secaron en el horno a 80°C por 4-6 h. Luego de pasadas 2 h fueron
nuevamente pesadas las cajas de Petri, para saber la cantidad de masa presente
en esos 4ml de suspension y con ello realizar la curva de calibracion de biomasa
(Abs. vs concentracion) [21]. A partir de la curva de calibracién, se procedio al
calculo de la concentracion de biomasa presente en las muestras. En caso de que
la absorbancia leida estuviera fuera del rango de la curva de calibracion (0-1), se
realizaron diluciones de las muestras tomando en cuenta el factor de dilucion

aplicado [21].

e Determinacion del consumo de glicerol y produccion de
dihidroxiacetona (DHA)

El consumo de glicerol y la produccion de DHA fueron determinados por un

cromatografo de gases (GC) (AGILENT 4890DGC), inicialmente se realizaron las

curvas de calibracion de glicerol y DHA para concentraciones de 0-100g/L. Estas
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curvas y las lecturas del Cromatografo de gases, proporcionaron los datos del
consumo de glicerol y la formacion de producto (DHA) (ANEXO D, H, J, N-Q).

Para el Cromatografo de gases (AGILENT 4890DGC) se utiliz6 una columna
Zebron ZBWax (30m x 0.53mm I.D. x 0.5uym df) de Phenomenex. Equipado con
un detector de ionizacién de llama que operd a 300 °C. La temperatura del puerto
de inyeccion manual es de 280 °C y las condiciones del horno son temperatura
inicial de 190 °C con duracién de 0.5 minutos y velocidad de 5 °C/min hasta
alcanzar una temperatura de 260 °C y tiempo final de 5 min. El tiempo de corrida
es de 19.5 min utilizdndose en el puerto de inyeccion una forma de Split en una
relacion de 50 a 1 de muestra y un volumen de inyeccién de 10 uyl. El gas de
arrastre usado es helio a una presion de 5 psi y los gases usados en el detector de

llama fueron aire-hidrogeno con relacion 10-1.

La dihidroxiacetona fue determinada por colorimetria en el Espectrofotometro UV-
VIS (UV-VIS Scanning spectrophotometer. Model: spectro UV-2650. Marca:
LABOMED. INC) a una longitud de onda de 550 nm, con solucion de DNS (3.5
acido dinitrosalicilico), el cual fue preparado para un volumen de 100ml
mezclando: 1g de 3.5 acido dinitrosalicilico con 1.6 g de NaOH y 30g de tartrato de
sodio- potasio. [26] En donde la presencia de la DHA fue detectada por el color
anaranjado presente en las muestras al reaccionar con la solucién de acido
dinitrosalicilico (ANEXO G, L, M) [27].

La separacion de la dihidroxiacetona del medio liquido se realiz6 agregando
alcohol etilico al medio liquido, quedando suspendida la dihidroxiacetona en el
medio y luego separada por centrifugacion a 2500 rpm por 30min, la
dihidroxiacetona obtenida era de apariencia pastosa y de color blanco hueso. La
dihidroxiacetona fue caracterizada de manera cualitativa en un Espectrofotometro
UV-VIS (UV-VIS Scanning spectrophotometer. Model: spectro UV-2650. Marca:
LABOMED. INC) vy de forma cuantitativa en un Cromatografo de gases (GC)
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(AGILENT 4890DGC) y mediante un analisis de FTIR donde se identificaron los
diferentes grupos funcionales caracteristicos de la dihidroxiacetona patrén y la

obtenida en la presente investigacion (ANEXO T) [28].
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4. ANALISIS DE RESULTADOS

4.1 ACTIVACION Y CARACTERISTICAS DEL MICROORGANISMO

La activacion de la cepa Gluconobacter oxydans se hizo en dos medios solidos
uno rico en glicerol y el segundo rico en CaCO3; en las condiciones antes

mencionadas.

Figura 3. Crecimiento de la cepa G. Oxydans en medio

sélido rico en glicerol con tres dias de incubacién

Fuente: Elaborado en la presente investigacion

En la Figura 3 se observo el crecimiento de la bacteria G. oxydans en un medio
rico en glicerol, en donde el consumo de glicerol se vio reflejado. La cepa se
adapté muy bien a la nueva fuente de carbono por el crecimiento obtenido en la
caja de Petri, como resultado se comprobé que era capaz de degradar glicerol,

presentando las caracteristicas mostradas en la Tabla 5.
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Tabla. 5 Caracteristicas morfolégicas de la bacteria G. Oxydans activada en
un medio rico en glicerol.

Medio (50ml) Solido: glicerol 1g, extracto de levadura
0.5g y agar 1g

Tiempo de cultivo | 24h

Superficie Cerosa

Color Crema

Consistencia Mucoide

Forma Bacilos

Elevacion Plana

Borde Irregular

Fuente: Elaborada en la presente investigacion [18].

Figura 4. Crecimiento de la cepa G. Oxydans en
medio soélido rico en CaCO; con tres dias de

incubacion.

Fuente: Elaborado en la presente investigacion
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En la Figura 4 se observo el crecimiento de la bacteria Gluconobacter oxydans en
un medio rico en CaCOg, utilizado como medio selectivo para crecer y degradar el
carbonato de calcio por accién del acido acético producido, formando zonas claras
en el medio sélido. Comprobandose que se trata de una bacteria acética. En la
Tabla 6 se muestran las caracteristicas de la cepa G. oxydans en un medio rico en
CaCOg, la forma fue determinada por el método de Tincion de Gram [29].

Tabla. 6 Caracteristicas de la cepa G. Oxydans activada en un medio

rico en CaCOs.

Medio(50ml) | Solido: glucosa 5g, extracto de levadura
0.5g, CaCO3 1g, y agar 0.75¢g
Tiempo de | 24h

cultivo
Superficie Cerosa
Color Amarillo palido

Consistencia | Mucoide

Forma Bacilos (Tincién de Gram)
Elevacion Protuberancia
Borde Irregular

Fuente: Elaborada en la presente investigacion [29].

4.2 CINETICA DE CRECIMIENTO EN CULTIVO BATCH

La cinética de crecimiento de la cepa Gluconobacter oxydans fue determinada por
densidad o6ptica en un espectrofotometro UV-VIS y esta se tomd del proyecto de
investigacion “Biotransformacion de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante
fermentacién con Gluconobacter oxydans” [30]. Estos resultados proporcionaron
el tiempo de la alimentacién para pasar de un proceso discontinuo a un proceso

semicontinuo. En la Figura 5, se observd que la curva de crecimiento de la
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bacteria para una concentracion de glicerol de 50 g/L fue pronunciada al
compararlo con la curva de crecimiento para una concentracion de glicerol de 100
g/L y la maxima concentracién de biomasa alcanzada fue de 8.32 g/L y 4.61 g/L

respectivamente.

Figura 5: Curva crecimiento de biomasa para concentraciones de 50 y 100g/L de
un proceso batch.
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Fuente: Biotransformacion de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante fermentacion
con Gluconobacter oxydans [30].

En la Figura 5, se observo el lapso de tiempo en el que se llevd a cabo la fase
exponencial estuvo entre las 7.5 y 20.5 h, para las concentraciones de glicerol de
50 g/L, y para una concentracion de glicerol de 100g/L la fase exponencial se
presentd desde las 0-22 h, de lo anterior se dedujo que el tiempo Optimo para la
alimentacion se encontro entre las 12 y 15 h por ser la parte mas pronunciada de
la fase exponencial para ambas concentraciones, pero por razones de

disponibilidad de tiempo para la toma de muestra y alimentacion, el tiempo de
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alimentacion escogido fue de 12h. Para una concentracion inicial de glicerol de 50
g/L la fase lag se present6 entre las 0 y 7.5 h, la fase estacionaria entre las 28.5 y
55 h y la fase muerte se observo entre las 55 y 72h esto por la disminucion de la
concentracion de biomasa. Para una concentracion inicial de glicerol de 100 g/L,
la fase Lag no se observo en la curva de crecimiento por efecto de la inoculacion,
luego el lapso de tiempo de las 0 y 10 h forma parte de la fase exponencial, la fase
estacionaria se presento entre las 21 y las 72 h, aunque ésta no fue del todo
constante se obtuvieron en este tiempo resultados muy parecidos, la fase de
muerte no se observé en la curva de crecimiento debido a que la cepa estaba en
capacidad de seguir produciendo dihidroxiacetona por la presencia de sustrato

disponible para ser consumido.

4.3 CULTIVO FED-BATCH

El cultivo Fed — batch se llevé a cabo bajo las mismas condiciones del proceso
batch, con la diferencia de una alimentacion continua de medio fresco rico en
glicerol y agregandole oxigeno al medio fermentativo por parte de una bomba de
aire (Elite 802), con un flujo de 25.65L/h controlado por regulador de flujo tipo
venoclisis. El tiempo entre alimentacion y la duracién total de la fermentacion
fueron de 12 y 72 horas respectivamente, basado en la Figura 5 obtenida en el
proyecto de investigacion “Biotransformacion de glicerol a dihidroxiacetona (DHA)

mediante fermentacién con Gluconobacter oxydans” [30].

La Figura 6, muestra el in6culo después de 24 h, tiempo necesario para la
inoculacién, donde se observé el aumento de la concentracién de biomasa, debido
al consumo de sustrato por parte de la cepa, formando una turbiedad en el medio

de cultivo.
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Figura 6. Inoculo del proceso Fed-batch

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
El montaje del proceso Fed-batch se encuentra ilustrado en la Figura 7, la Figura
7a muestra el reactor donde fue llevado a cabo el proceso, esta conformado por
dos mangueras tipo venoclisis, una para el suministro de oxigeno por parte de la
bomba de aire (Elite 802), y otra para la toma de muestras, el desprendimiento
lateral es el orificio donde se llevd a cabo la alimentacion y la salida del CO;
producto de la reaccion bioldgica. La agitacion de 150 rpm y la temperatura de
30°C en las 72 h fueron controladas en un Shaker que proporcioné estas
condiciones adecuadas. Con un volumen inicial del medio de fermentacion de 300
ml y volumen de alimentacién total de 150 ml. La Figura 7b muestra como la
aireacion por parte de la bomba genero la formacion de espumas, al ejercer sobre
el medio un flujo de oxigeno a presion. En la Figura 7c se observé que al
alimentar sustrato la formacién de espuma se redujo esto debido a que la bacteria
gluconobacter oxydans tiende a generar espuma después de que su fuente de

energia se agota (glicerol o sorbitol).
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Figura 7. Montaje del proceso Fed batch para la obtencion de DHA. a. Antes de iniciar el proceso.

b. Reactor aireado antes de la alimentacion. c. Reactor aireado después de la alimentacion.

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

La Figura 8 muestra el medio resultante después de pasadas las 72 h, se observé
la turbiedad alcanzada por este proceso, ademas el cambio de color, de un tono
amarillo transparente a uno amarillo mas oscuro y con ello el aumento de la

concentracion de biomasa y la produccion de DHA.

Figura 8. Medio resultante del proceso
Fed —batch rico en DHA

Fuente: Elaborada en la presente
investigacion
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4.4CRECIMIENTO DE BIOMASA Y FORMACION DE PRODUCTO

4.4.1 Crecimiento celular y parametros cinéticos.

Para el caso del proceso Fed- batch, los resultados obtenidos se realizaron por

duplicado, para las dos concentraciones de glicerol.

De la curva de calibracién de biomasa realizada en el proceso batch [30], con las
siguientes ecuaciones lineales para las concentraciones de glicerol de 50 y 100
g/L, se procedid al calculo de las concentraciones de biomasa con los valores de

absorbancia leidos en el espectrofotometro UV-VIS. (ANEXO F)

A = 1.7475C — 0.0486 curva de calibracion de 50g /L Ec. (6)
A =1.7509C + 0.0089 curva de calibracion de 100g/L  Ec. (7)

Donde “A” es absorbancia y “C” es concentracién de biomasa.
Las concentraciones calculadas a partir de la curva de calibracion de biomasa son

los reportados en la Figura 9, se mostro el crecimiento de la cepa y consumo de

glicerol para las concentraciones iniciales de glicerol (50 y 100 g/L).
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Figura 9. Crecimiento de biomasa y consumo de glicerol, para una concentracion inicial de
sustrato de 50 g/L y 100 g/L
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Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Durante las 72 h se realizaron 5 alimentaciones de medios frescos
correspondientes al periodo desde las 12 y 60 h. Se observé un crecimiento en la
biomasa después de cada alimentacion, se dedujo que la presencia del sustrato
mantuvo una cantidad adecuada de glicerol para las bacterias. De la Figura 9, se
concluy6 que aungue en las primeras 24 h el consumo de glicerol por parte de la
cepa fue de 10 g/L para una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L, y un
consumo de glicerol de 24 g/L para una concentracion inicial de glicerol de 100g/L,
las siguientes 48 horas fueron suficientes para que consumiera el glicerol residual,
sin embargo las células dejaron de consumir 14.09 g/L y 58.3 g/L de glicerol para
una concentracion inicial de glicerol de 50 y 100 g/L respectivamente. En la curva
de crecimiento de biomasa para una concentracion de glicerol de 100 g/L desde
las primeras 12 h, se not6 que la concentracién de biomasa estuvo por debajo de

2.0 g/L, comparadndola con la curva de crecimiento de biomasa para una
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concentracion de 50 g/L, la cual obtuvo concentraciones por encima de 4.5 g/L
desde las primeras 12 h.

La reaccion del proceso fermentativo es:

1 G. Oxydans
Glycerol + 502 — > DHA+ H,0

DHA + 30, —» 3C0, + 3H,0 Ec. (1) [24]
Donde el CO; y el agua son subproductos de la reaccion biologica.

De la Figura 9 se observo que la concentracion de biomasa maxima alcanzada fue
de 5.99 g/L y 10.58 g/L para concentraciones de glicerol inicial de 100 y 50 g/L
respectivamente. Seguidamente, con los resultados del espectrofotometro UV-VIS,
se procedié al calculo de la velocidad especifica de crecimiento de la bacteria.

Utilizando la siguiente ecuacion:

Inx, — Inx;
U=——-" Ec.2 [24]
t, =t

In5.2331 — [n0.1402

— — -1

_ In9.6755 — [n0.6932 — 0.0732h-1
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Con un tiempo de duplicacion t, utilizando la ecuacion:

=2 pe3pa)
=— c.
T
In2
tleO g/L == m = 68970h
In2
= 9.4692h

t . g=——
asod = 0.0732

Y un rendimiento biomasa/sustrato utilizando la ecuacion

X
_ 4~ 4o 0
Vxjg =7 =, 100%  Ec.4[24]

Yx, (100g/L) 59895~ 0.1402_ 00 = 10.3091%
= * = .
x/,(1009/L) = e ers — 41,7459 0

* 100 = 27.5453%

g) 10.5808 — 0.6932

Y =) =
X/s (50 L/~ 49.9877 — 14.0919

La velocidad especifica de la bacteria para las concentraciones iniciales de
glicerol de 50 y 100 g/L fueron muy cercanos por tanto crecié en las condiciones
apropiadas, aunque la curva de crecimiento de biomasa para una concentracion
inicial de glicerol de 50 g/L fue mucho mas pronunciada con una concentracion de
biomasa maxima alcanzada de 10.58 g/L siendo el doble para una concentracion
de glicerol de 100 g/L y un rendimiento biomasa/sustrato 27.55%, cerca de 17%

por encima del obtenido a una concentracion inicial de glicerol de 100 g/L.

4.4.2 Concentracién de DHA y rendimiento producto / sustrato

La concentracion de dihidroxiacetona (DHA) de las cuatro corridas, original y
duplicado para las dos concentraciones de glicerol manejadas en las 72 h de

fermentacién, fue detectada por un espectrofotometro UV-VIS con solucién de
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DNS, el cual al reaccionar con las muestras, mostré el color naranjado que
caracteriza la presencia de dihidroxiacetona en una determinada muestra.
(ANEXO G)

Las curvas de calibracion utilizadas para el calculo de las concentraciones de DHA
utilizando el método de DNS, resultaron las siguientes ecuaciones lineales para

las dos soluciones de DNS preparadas:

A = 0.2748Cp curva de calibracion de DNS de 50g/L Ec.8
A = 0.2537Cp curva de calibracion de DNS de 100g/L Ec. 9

Donde “A” es absorbancia y “Cp” es concentracion de DHA.

Una manera de comprobar que las concentraciones determinadas por el
espectrofotometro UV-VIS fueran las concentraciones de DHA reales, se
determind las concentraciones de las muestras tomadas en un Cromatografo de
gases (GC), confirmando la generacion del producto de interés en el proceso de
bioconversion de glicerol a DHA por la accién catalitica de la bacteria
Gluconobacter oxydans (ANEXO H).

Las curvas de calibracién para determinar las concentraciones de glicerol y DHA
utilizando un Cromatografo de gases fueron las siguientes:

h = 18192.74698Cpy4 + 17258.23707  curva de calibracion de DHA Ec.10
h =40427.03226Cpy, — 35482.30651  curva de calibracion de glicerol Ec.11

Donde “h” es el area bajo la curva y “Cpys” es la concentracion en g/L

dependiendo si es para DHA o para glicerol. (ANEXO H)

Los resultados del espectrofotdmetro UV-VIS para concentraciones de glicerol de
50 y 100 g/L son los que se muestran en la Figura 10. Los resultados obtenidos
en el Cromatografo de gases (GC) para las concentraciones de glicerol de 50 y

100 g/L se muestran en la Figura 11.
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Figura 10. Concentracion de DHA y consumo de glicerol para una concentracion inicial de
glicerol de 50 y 100 g/L. UV-VIS
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Fuente: elaborada en la presente investigacion

De la Figura 10 se dedujo que la bacteria desde las primeras 12 h produjo DHA
con las concentraciones de glicerol manejadas inicialmente y consumio el
glicerol, sin agotar por completo el sustrato, presentando una concentracién de
DHA de 8 g/L y 6.5 g/L, con un consumo de glicerol 0.5 g/L y 8 g/L para
concentraciones alimentadas de glicerol de 50 y 100g/L respectivamente. La
produccion de DHA presento altos y bajos entre las 48 y 72 h para ambas curvas,
debido a la alimentacion de medio fresco, aumentando el volumen del caldo de
fermentaciéon vy la dilucion de la dihidroxiacetona en el medio de cultivo. La mayor
concentracion de DHA alcanzada fue de 47.93 y 42.40 g/L para concentraciones
iniciales de glicerol de 50 y 100 g/L respectivamente. Y el consumo de glicerol
después de transcurridas las 72 h fue de 35.89 y 56.74 g/L para 50 y 100 g/L de
glicerol respectivamente. Por consiguiente, la produccion de DHA al igual que la
concentracion de la biomasa es inversamente proporcional a la concentracion de

glicerol.
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El rendimiento producto/sustrato de los resultados obtenidos en el
espectrofotometro UV-VIS, se calculdé de la siguiente manera, utilizando la

ecuacion:
MDHA
Yp, = ——————%1009 Ec.5 [8
P/ Mso — Msf * % c [8]
(47.9331g/L) * (0.225L)
Yp, (50 g/L) = +100% = 91.1997%
s (49.9877 g/L) % (0.3L) — (14.0919 g/L) % (0.225L)
(35.4635g/L) * (0.255L)
Yp; (100 g/L) = * 100% = 47.8470%

(98.4848 9/, ) (0.3L) — (41.74599/,) * (0.255L)

Figura 11. Concentracion de DHA y consumo de glicerol para una concentracién
inicial de glicerol de 50 y 100 g/L. GC
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Fuente: elaborada en la presente investigacion

Comparando los dos métodos aplicados para la determinacion de la
dihidroxiacetona mostrados en las Figura 10 y 11, los resultados fueron cercanos
con pequefnas diferencias en las muestras tomadas a las 48 y 72 horas. Sin

embargo, alcanzaron concentraciones de 45.71y 47.58 g/L respectivamente, para
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una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L. Para una concentracion inicial de
glicerol de 100 g/L las concentraciones alcanzadas de DHA en las 48 y 72 h

fueron 46.08 y 57.35 g/L respectivamente.

El consumo de glicerol por parte de la cepa para una concentracion inicial de
glicerol de 50 g/L fue cercano a los 32.32 g/L en la fase exponencial la cual se
presentd entre las 12 y 36 h, el consumo total de glicerol por parte de la cepa fue
de 35.27 g/L de glicerol, se dedujo que la cantidad de glicerol consumida por la
bacteria fue suficiente para producir 47.58 g/L de DHA.

Se comprobd que los resultados obtenidos en el espectrofotometro UV-VIS
concuerdan con los obtenidos en el Cromatografo de gases, puesto que estos
valores fueron cercanos. La produccion de DHA para una concentracion inicial de
glicerol de 100 g/L no alcanzé la concentracién esperada, estando un poco por
encima de la obtenida en las muestras tomadas para una concentracion de glicerol
de 50 g/L. En este caso durante las primeras 12 h la concentracién alcanzada fue
de 9.5 g/L de DHA, 2 g por encima comparandola con la obtenida a una
concentracion inicial de glicerol de 50 g/L en el espectrofotémetro UV-VIS y 2 g
por debajo comparado con la obtenida a una concentracion de glicerol de 50g/L en
el Cromatografo de gases (GC). Se comprob6é que para ambos métodos la

produccion de DHA se ve afectada por la alta concentracion de sustrato.

Para el calculo del rendimiento producto/sustrato de los resultados obtenidos en el

Cromatografo de gases GC, se utilizé la ecuacion:

MDHA
Yp, = —*1009 Ec.
P/S MSO — Msf * 100% c.5 [8]

(47.5839g/L) * (0.227L)
Yp, (50 g/L) = g g *100% = 90.5353%
s (49.98779/;) * (0.3L) — (14.09197/; ) * (0.227L)

(59.271g/L) * (0.255L)
Yp, (100 g/L) = g g *100% = 79.9678%
§ (98.48487/,) x (0.3L) — (41.7459°/ ) * (0.255L)
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El valor del rendimiento producto/sustrato de los dos métodos aplicados para la
determinacion de la concentracion de DHA con una concentracion inicial de
sustrato de 50 g/L, se encontré una diferencia de solo 0.66%. Luego los resultados

obtenidos en ambos métodos son confiables.

El valor del rendimiento producto/sustrato de los dos métodos aplicados para la
determinacion de la concentracion de DHA con una concentracion inicial de
sustrato de 100 g/L, presentd una diferencia de 32.1% mas para GC, al
compararlo con el método de DNS. Esto debido al tiempo de reaccion entre el
acido dinitrosalicilico con la muestra afectando los resultados obtenidos. Al ser el
método de DNS, un método determinado de forma cualitativa se consideré que los

resultados mas acertados son los alcanzados por el cromatografo de gases (GC).

En las Figuras 10 y 11, se observo que las concentraciones de DHA aumentaron
de manera rapida en el transcurso de las 36 h, luego la velocidad de formacion del
producto fue casi constante para las concentraciones de glicerol iniciales de 50 y
100 g/L. Se notdé que la diferencia entre estos métodos es minima, por tanto los
resultados obtenidos fueron satisfactorios, de modo que aplicando el proceso Fed-
batch con aireacion se comprobé la produccién de DHA. .

Mishra et al. [7], reporté que a mayor concentracion inicial de glicerol disminuye el
rendimiento producto / sustrato, debido a que mayores concentraciones iniciales
de glicerol disminuye la actividad metabdlica de la bacteria [7], en su investigacion
obtuvo un rendimiento de 92% para una concentracion inicial de glicerol de 51g/L

y de 82% para una concentracion inicial de 129g/L.

Esto concuerda con los resultados obtenidos, donde el rendimiento
producto/sustrato fue de 91% para una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L,
mientras que para una concentracion inicial de 100 g/L fue de 79.9%, esto sefiald

gue a mayor concentracion de sustrato se presentd un menor rendimiento.
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De las Figuras 10 y 11, las cuales corresponden a una concentracion inicial de
glicerol de 50 y 100 g/L los dos métodos aplicados para la determinacion de la
produccion de DHA y el consumo de glicerol, mostraron que la concentracion de
glicerol disminuye a través del tiempo. La pendiente de la curva de concentracion
de glicerol de la Figura 10 para una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L es
mayor que la pendiente de la curva de glicerol para una concentracion inicial de
glicerol de 100 g/L, es decir la concentracion de glicerol en la corrida con
concentracion inicial de sustrato de 50 g/L disminuye con mas rapidez, que la
observada en la corrida con concentracion inicial de sustrato de 100g/L. El
aumento en la velocidad especifica de crecimiento que se presentdé cuando la
concentracion inicial de glicerol era de 100 g/L, fue debido a que las bacterias
crecen con mayor facilidad porque hay un aumento en la actividad enzimatica, es
decir su tiempo de duplicacion es menor. Lo cual coincidié con Claret et al. [9]
concluyé que a mayores concentraciones de glicerol la maxima velocidad de
consumo de glicerol era alcanzado en un tiempo menor, para luego mantener

constante su consumo [7].

4.4.3 Comportamiento del pH

La Figura 12 muestra el comportamiento del pH durante las 72 h que transcurrié
el proceso fermentativo. La acidez aumenta con la produccion de DHA,
manejando valores por debajo del pH de crecimiento de la bacteria, para después
alcanzar valores casi constantes. El pH se acidifica debido al aumento en la
concentracion de DHA durante las primeras 36 h, pero entre las 36 y las 72 h se
observé que el pH mantuvo valores de 3.1 y 2.9, para 50 y 100 g/L de glicerol
respectivamente. El producto de interés tuvo un pH acido, debido a la
concentracion de hidrogeniones presentes en el medio de cultivo. La bacteria
trabajo mejor a pH cercanos a 5, por esta razon a mayor concentracion de DHA

menor sera el pH de la fermentacion.
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Figura 12: Comportamiento del pH para concentraciones iniciales de
glicerol de 50 y 100 g/L.
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4.4.4 Inhibicién por producto (DHA) y sustrato (glicerol).

De la Figura 10 durante las primeras 60 horas hubo un incremento en la
concentracion de DHA, pero a las 72 horas la concentraciéon de DHA disminuyd,
esto sucedio, entre las 60 y las 72 h, es decir, que las bacterias dejaron de
producir DHA, ademas parte del DHA se degradé por efecto de la bacteria en CO,
y agua. Con rendimiento producto/ sustrato de 91% y 79% para concentraciones

iniciales de glicerol de 50 y 100 g/L, respectivamente.

Se descarta la disponibilidad de glicerol para degradarse como una explicacion
para el detenimiento de la actividad metabolica, debido a que la dultima
alimentacion de sustrato se realiz6 a las 60 h, por ende quedd suficiente glicerol
disponible para seguir produciendo DHA. Ademds, la bacteria disponia de
nutrientes tales como K;HPO,4, KHPO, y extracto de levadura, que se encontraban

presentes en el medio, ademas en cada alimentacion les fue agregado medio
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fresco rico en estos componentes y las condiciones de aireacion, agitacion y la
temperatura se mantuvieron constantes.

La razén para detener la produccién de DHA fue la disminucién en el nimero de
bacterias presentes, esto se mostro en las curva de biomasa para ambas corridas
en la Figura 9, esta pausa del crecimiento bacteriano se presentd en ambas
corridas para concentraciones entre los 45 y 50 g/L de DHA y se provoco por la
concentracion de DHA alcanzada, a este fendmeno se le llama inhibicion por
producto. La inhibicion se present6 debido a la perdida de estabilidad en la enzima
glicerol-deshidrogenasa [7].

La dihidroxiacetona es un compuesto producido en la membrana celular durante el
ciclo metabdlico de la bacteria para producir moléculas de ATP, este ciclo

metabdlico se observa en la Figura 13.

Figura 13. Rutas metabdlicas usadas para la asimilacién del glicerol
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Fuente: Microbial production of dihydroxiacetone [7].
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Con el aumento de la concentracion de DHA en el medio, se dificultd su
evacuacion debido a que el transporte de sustancias a través de la membrana se
da gracias a la difusién a favor del gradiente de concentracion, donde se genera
una acumulacion de DHA en la membrana celular, esta DHA es toxica y
desestabiliza la accién de la enzima glicerol 3-fosfato deshidrogenasa (NAD), lo
que impide la ruptura de la molécula glicerol 3-fosfato que fue obtenida antes por
medio de la glicerol —kinasa. Al evitarse la ruptura de la molécula de glicerol 3-
fosfato no se obtiene la dihidroxiacetona fosfato, ni la molécula energética NADH+,
finalmente al no haber dihidroxiacetona fosfato disponible para ser asimilada por
la via de las pentosas la célula no se puede replicar [7].

El perfil de concentracidbn para sintetizar DHA concuerda con las curvas de
biomasa, de igual manera la biomasa empieza a disminuir luego de las 60 hy la
pendiente de la curva de concentracion de DHA empieza a decaer luego de las 60
h, es decir la velocidad de produccion de DHA se vio limitada por la muerte de las
bacterias en ese lapso de tiempo. Esto se presenté en las corridas de 50 g/L y 100

g/L de glicerol iniciales. Ver Figuras 10y 11.

La fase estacionaria para la curva de crecimiento de la biomasa empieza a las 36
h para ambas concentraciones iniciales de glicerol. De donde la velocidad de
crecimiento de bacterias aumento a 0.1005 h™* comparado con la de 50 g/L que fue
de 0.0732 h’. La concentracién de biomasa para una concentracion inicial de
glicerol de 100 g/L fue 5.9895 g/L mientras que la de 50 g/L fue de 10.5808 g/L. Se
demostré que a mayor concentracion de glicerol se presentd el fenomeno de

inhibicion por sustrato.
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Tabla 7. Resultados de rendimiento y productividad de DHA

PARAMETRO 50g/L de 100g/L de
glicerol inicial | glicerol inicial

Velocidad de crecimiento en fase 0,0732 0.1005
exponencial (h™)

Tiempo de duplicacion (h) 9.4692 6.8970
Biomasa Total (g/L) 10.5808 5.9895
Dihidroxiacetona Total (g/L) 47.5839 59.3544
Y x/s (g biomasa/g glicerol) 27.5453 10.3091
Y p/s (g DHA /g glicerol) 90.5353 79.9678
Productividad Biomasa (g biomasa/Lh) 0.1469 0.0832
Productividad de DHA (g DHA/Lh) 0.6609 0.8244

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Los datos reportados en la Tabla 7 muestran, que la mejor produccion de DHA se
obtuvo a concentraciones de glicerol inicial menores a las de 100 g/L, debido a
que los parametros cinéticos reportados fueron mejores para la concentracién
inicial de glicerol de 50 g/L, por la mayor bioconversién de glicerol a DHA vy al

consumo de sustrato casi en su totalidad por parte de la bacteria.

La productividad de DHA, aument6 para una concentracion inicial de glicerol de
100 g/L, causado por la gran cantidad de sustrato disponible para degradar por
parte de la bacteria. Ademas, la velocidad especifica de crecimiento de la bacteria
fue mayor para 100 g/L esto significé una rapida duplicacion celular, aunque la
fase exponencial se alcanz6 para ambas concentraciones a las 36 h, sin embargo
la cantidad de biomasa alcanzada fue mayor para 50 g/L. Lo cual es consecuente
a una mayor productividad por parte de la bacteria.
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4.4.5 Analisis FTIR de la muestra patron y muestra obtenida de DHA

Esta prueba se hizo con el fin de comparar el espectro de una muestra patron de
DHA y la muestra obtenida en la presente investigacion, lo cual confirmé la
presencia de dihidroxiacetona. Ademas, se identificaron los grupos funcionales

mAas representativos de la DHA.

En la Figura 14 se muestra los resultados arrojados por el espectrofotometro
infrarrojo FTIR, con el cual se realiz6 la identificacion de los grupos funcionales

presentes en la muestra patrén de DHA y la obtenida en la presente investigacion.

Figura 14. Analisis FTIR de absorbancia de la muestra patron de DHA y la obtenida por el proceso
Fed-batch
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Fuente: Elaborada en la presente investigacion.
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Los grupos funcionales identificados en la muestra patrén y la muestra de
dihidroxiacetona obtenida en la presente investigacion fueron: alcohol con enlace
(—OH tension) en una longitud de onda (cm ™) entre 3400-3640, alcanos con
enlace ( —CH tensi6n) en una longitud de onda (cm ™) entre 2850-2960, carbonilos
con enlace ( —C=0 tensi6én) en una longitud de onda (cm ) entre 1670-1780,
alcohol con enlace ( —CO tensién) en una longitud de onda (cm %) entre 1050-
1150, aminas con enlace ( —CN tensién) en una longitud de onda (cm %) entre
1030-1230 [31]. Al comparar la muestra patrén con la muestra obtenida en la
presente investigacion se indic6 que los picos mas representativos fueron
similares en forma y en rangos de frecuencia cercanos, confirmando que la
muestra obtenida contiene dihidroxiacetona. Sin embargo, el analisis revel6 que
en la muestra, se presentan picos menores de sustancias ajenas a la DHA. Tales
sustancias son residuos de la separacion incompleta de la DHA del caldo de

fermentacion posiblemente biomasa, nutrientes del medio de cultivo y etanol.

4.4.6 Comparacion de parametros cinéticos con otros estudios

Tabla 8. Parametros cinéticos de diferentes investigaciones

C. Claret y et al H. Zhong-Cey et al | R. Mishray et al. Autores
Rendimiento 3.9 3.11 3.9 27.54
Y(x/s)
Produccion de 1.98 10 181 10.58
biomasa (g/L)
Rendimiento 92 89.8 85.6 91
Y(p/s)
Produccion de 47 156 45.35 47.6
DHA (g/L)
Tiempo de 20 72 40 72
fermentacion

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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El rendimiento biomasa/sustrato reportado por C. Claret et. &l. [12] fue de 3.9%,
las condiciones en las que realiz6 sus experimentos fueron: agitacion 800 rpm,
temperatura 28°C, pH de 6, aireacion de 1 vvm y un tiempo de fermentacion 20
horas. Mientras que en la presente investigacion el rendimiento fue de 27.54% y
las condiciones manejadas fueron: agitacion 150 rpm, temperatura 30°C, pH de
5.3, aireacion de 1.7vvm y tiempo de fermentacion de 72 h. La diferencia de
rendimientos se dio porque la produccion de biomasa alcanzada fue de 1.9 y
10.58 g/L respectivamente. Luego a mayor produccién de biomasa mayor sera el
rendimiento biomasa/ sustrato. Ademas, el aumento en el rendimiento, se atribuy6
al modo de operacion Fed batch, el cual tuvo mayor flujo de aireacion y tiempo de
fermentacion. El proceso Fed batch aplicado mantuvo glicerol fresco para el
consumo de la bacteria cada 12 h, un mayor contenido de oxigeno, lo cual facilito
la sintesis del glicerol y el tiempo de fermentacion permiti6 que las bacterias
crecieran y siguieran degradando el glicerol. Mientras que el pH y la temperatura
no influyeron significativamente, debido a que los valores estuvieron en el rango

de tolerancia de la bacteria Gluconobacter oxydans.

H. Zhong-Ce et al [6], obtuvieron un rendimiento biomasa/sustrato de 3.11%,
trabajaron bajo las siguientes condiciones de fermentacién: agitacion 400 rpm,
temperatura 30°C, pH de 5, aireacion de 1.5 vwm y 72 h de fermentacion, siendo
24.44% de rendimiento por debajo de la obtenida en la presente investigacion aun
cuando las condiciones en las que se realiz6 la fermentacion fueron muy
parecidos, exceptuando la agitacion que fue casi el triple de la manejada en la
presente investigacion. Esta disminucion en el rendimiento biomasa/sustrato se
debié a la presencia de glicerol disponible para la degradacion y la baja
concentracion de biomasa alcanzada en la fermentacion. Como resultado
alcanzaron una concentracion de DHA de 156 g/L, porque la concentracion de
glicerol fue 180 g/L y obtuvieron un rendimiento producto/ sustrato de 89.8%, solo

1.2% por debajo de la obtenida en la presente investigacion.
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R. Mishra et al [7], obtuvieron de rendimiento producto/sustrato 85.6% vy las
condiciones en las que se realizé la fermentacion fueron: pH de 6, temperatura de
28 °C, agitacién 800 rpm y aireacion de 1vvm. El rendimiento alcanzado fue 5.4%
por debajo del logrado en la presente investigacion, debido a la baja bioconversion
de glicerol a DHA. El rendimiento biomasa/sustrato alcanzado fue de 3.9%, por
consiguiente la produccion de biomasa fue 1.81 g/L con una diferencia de 8.77

g/L de biomasa al compararla con la presente investigacion.

El rendimiento producto/sustrato de la presente investigacion fue alto, lo que
quiere decir, que la seleccion del medio, la aireacion, agitacion y temperatura
fueron bastante favorables para el crecimiento de la célula y la sintesis de
producto. Por esta razon, a una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L el
proceso fermentativo aplicado no se vio afectado por la inhibicion tanto por
sustrato como por producto DHA. Debido a que la bacteria se encontraba en una
concentracion de glicerol y DHA tal que no afect6 la producciéon de DHA durante

las 72 h que transcurrié la fermentacion.
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5. CONCLUSIONES

Se identificaron las fases de crecimiento microbiano tanto en el proceso batch
como en el proceso Fed batch: Fase exponencial, estacionaria y de muerte. La
fase exponencial del proceso batch nos permiti6 determinar el tiempo de
alimentacion para el proceso semicontinuo. Tiempo escogido de 12 h por
limitaciones en las horas de la noche para la alimentacion y toma de muestra. La
presencia de estas fases durante la fermentacion, comprobd que la bacteria
Gluconobacter oxydans crecié con las condiciones quimicas y fisicas adecuadas.
La fase lag en el proceso fed- batch no se presentd por la inoculacién realizada

antes de iniciar el proceso fermentativo.

El rendimiento de produccion alcanzado fue de 91 % para una concentracion
inicial de glicerol de 50 g/L. Se observo el aumento de la concentracion de
biomasa en el medio de cultivo, generando una disminucion en la concentracion
de glicerol, debido al consumo de sustrato y por el aumento en la poblacién
bacteriana. Sin embargo, a concentraciones entre 45 y 50 g/L de DHA el
crecimiento microbiano se detuvo pasadas las 36 h para una concentracién inicial

de glicerol de 50 g/L y 48 h para una concentracion de glicerol inicial de100 g/L.

El efecto inhibitorio del sustrato en el crecimiento microbiano se observé con una
concentracion de biomasa de 10.58 y 5.99 g/L para concentraciones de glicerol
iniciales de 50 y 100 g¢/L, respectivamente. La cepa Gluconobacter oxydans
trabajo a pH acidos luego de alcanzar la fase exponencial, donde mantuvo esa
acidez por efecto del producto generado hasta las 72 h en que culminé el proceso
fermentativo. Finalizando con valores de pH de 3.1 y 2.9, para 50 y 100 g/L,

respectivamente.

El rendimiento producto/sustrato alcanzado fue alto, debido a los métodos

aplicados para la determinacion del consumo de glicerol, crecimiento bacteriano y
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produccion de DHA, lo cual permiti6 comprobar que las concentraciones
alcanzadas de DHA fueron satisfactorias para la degradacion del glicerol por parte
de la cepa Gluconobacter oxydans, por otro lado la produccién de dihidroxiacetona
debe ser a concentraciones iniciales de glicerol cercanos a 50 g/L, en las
condiciones manejadas. Comparando los datos de rendimiento producto / sustrato
con otros autores se concluye que no hubo mayor diferencia entre Zhong-Ce et al
y Claret et al, sin embargo Mishra et al, presenté una diferencia de 5.4% menor al

obtenido en la presente investigacion.

Los tres métodos aplicados para determinar dihidroxiacetona: Espectroscopia UV-
VIS, Cromatografia de gasesy FTIR, permitieron comprobar la presencia de DHA
en el proceso fermentativo. Con el método DNS, por colorimetria se observé el
aumento de la concentracion de DHA al reaccionar el DNS con las muestras. La
cromatografia de gases mostréo el aumento de la concentracion en los picos
pronunciados de DHA en los espectros. La espectroscopia infrarroja FTIR mostro
los picos mas representativos de la DHA y con ello la identificacién de los grupos
funcionales caracteristicos del producto. Estos picos concordaron con la muestra
patron de DHA y la muestra obtenida en la presente investigacion.
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6. RECOMENDACIONES

Variar el flujo de aireacion y agitacion, manipulando la cantidad de oxigeno
suministrado a la bacteria para la degradacion de glicerol, con el fin de mejorar del

rendimiento producto/sustrato.

Trabajar con cepas mutantes de Gluconobacter oxydans para disminuir el tiempo

de fermentacion y aumentar la productividad.

Manipular el pH de la fermentacion en rangos ligeramente acidos y aumentar la
concentracion de glicerol alimentado entre un 5y 10 % mas de 50 g/L, para
observar el comportamiento de la bacteria Gluconobacter oxydans y la produccién
de DHA.

Disefiar un biorreactor a escala piloto que garantice las condiciones Optimas de
temperatura, aireacion y agitacion, en la bioconversion de glicerol a DHA.

Proponer el disefio de una planta para la fermentacion del glicerol crudo a DHA
utilizando la bacteria Gluconobacter oxydans, como estrategia para las empresas
productoras de biodiesel en la region caribe.
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ANEXOS



ANEXO A.

Preparacion del medio de fermentacion e inoculo y puesta en marcha del
proceso Fed-batch.

Para la preparacion del medio de fermentacion e inoculo y puesta en marcha del
proceso Fed-batch. Para un volumen de 490ml. Se deben utilizar los siguientes

reactivos y materiales:

Reactivos:
e 0.98g de (NH4)>SO0.
e 0.049g de K;HPO,4
e 0.441g de KH,PO,
e 0.049g de MgSO,
e 1.225¢g de extracto de levadura
e 3.29 ml de sorbitol
e 0.735¢g de CaCl,
e 18.914-37.83ml de glicerol dependiendo de la concentracion con la cual se
vaya a trabajar. 50 y 100g/L respectivamente.
e Solucion de HCl al 2M
e Solucion de NaOH al 0.1N
e Agua destilada
e Alcohol

e Cepa gluconobacter oxydans activada.

Materiales:
e 1 Erlenmeyer de 500ml
e 1 Erlenmeyer de 250ml
e 1 Erlenmeyer de 100mi

e Un pH-metro
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Papel para pesar y envolver los implementos a esterilizar.
Una balanza analitica

1 Erlenmeyer de 1000ml con desprendimiento lateral.
1 pipeta de 10ml|

10 jeringuillas de 10cc

Autoclave

Gasa

Algodoén

Camara de flujo laminar

Mechero

Shaker

Tapdn con dos orificios.

Bomba de pecera

7 tubos de ensayo de 15ml

Procedimiento:

1. Se prepar6 un medio de 490ml, de los cuales 150ml eran para la

alimentacion envasado en el Erlenmeyer de 250ml, 40ml para el inoculo
envasado en el Erlenmeyer de 100ml y 300ml para el medio de
fermentacion envasado en el Erlenmeyer de 500ml. Este medio de 490m|
fue preparado con 0.98g de (NH4),SO4, 0.049g de K,HPO,4 0.441g de
KH2PO4, 0.049g de MgSO,, 1.225g de extracto de levadura, 3.29 ml de
sorbitol, 0.735g de CaCl, y la cantidad de glicerol en el medio oscilo entre
18.914-37.83ml [9].

Se midio el pH hasta alcanzar un valor de 5.3 £0.01, y se esterilizo el medio
separado en los volimenes antes mencionados.

Se esterilizaron los tubos de ensayo para la toma de muestras, los
Erlenmeyers con el medio preparado, pipeta, jeringuillas, entre otros

implementos utilizados. En la autoclave.
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4. Se procedi6 a la limpieza con alcohol del shaker, la camara de flujo laminar.
Para garantizar un medio estéril para el proceso.

5. Se agrego a los 40ml la cepa ya activada en la camara de flujo laminar,
teniendo en cuenta las precauciones necesarias para garantizar un medio
estéril, y poder asi llevar a cabo la inoculacion.

6. Posteriormente fue puesto en marcha el proceso de inoculacién, colocando
el inoculo en un shaker, a una temperatura de 30°C y a 150rpm, en un
tiempo de 24 horas [9].

7. Pasadas las 24 horas el medio de fermentacion esterilizado con un volumen
de 300ml fue envasado en el Erlenmeyer de 1000ml estéril, para
posteriormente agregarle el inoculo después de haber crecido la cepa,
posteriormente le fue colocado el tapon con dos orificios y se instalaron las
dos venoclisis, una para la entrada de aire, suministrada por una bomba de
pecera y otra para la toma de muestras, dejando el desprendimiento lateral
del Erlenmeyer descubierto para la salida del aire suministrado y para la
alimentacion.

8. Luego de completo el montaje del reactor aireado este fue instalado en un
shaker, para garantizar que la temperatura y la agitacion permanezcan
constantes, a 30°C y 150rpm durante un tiempo de 72horas [9].

9. Transcurridas las primeras 12 horas se procedié a la primera toma de
muestras, 10ml de muestra, posteriormente se llevd a cabo la primera
alimentacion la cual fue de 30ml del medio preparado inicialmente.

10.Pasadas las 24 horas se repitio el item 9, hasta que transcurrieron las 60
horas al ser esta la ultima alimentacion.

11.Cumplidas las 72 horas se procedid al desmontaje del proceso para poder
envasar el caldo de fermentacion restante en un Erlenmeyer de menor
capacidad para el posterior analisis de las muestras tomadas en el
transcurso de las 72 horas. Y para la posterior separacion del DHA del

medio liquido, y de la biomasa.
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ANEXO B.

Metodo de peso seco y curva de calibracién de biomasa

La curva de calibracibn de biomasa es utilizada para determinar la curva de
crecimiento de biomasa del proceso batch y Fed-batch. Esto con la ayuda del

metodo de peso seco.

Materiales:

e Tubos de ensayo para centrifuga estéril

e Centrifuga

e Solucion salina 0.9g/L

e Pipeta 5ml

e Mechero

e Céamara de flujo laminar

e Alcohol

e 2 cajas de Petri pequeias

e Espectrofotometro UV-VIS

e Celdas de vidrio

e Erlenmeyer de 250ml con el medio de fermentacion destinado para realizar
peso seco

e Horno

Procedimiento:

1. Se procedi6 a la separacion de la biomasa al envasar 100ml de medio

liquido destinado para realizar peso seco en los tubos de ensayo estériles
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utilizados para la centrifugacion. Teniendo en cuenta que el volumen de los
tubos de ensayo debian ser del mismo nivel y estos puedan ser separados
en la centrifuga. Todo lo anterior se realiz6 en la camara de flujo laminar
garantizando un medio estéril tal que las muestras y el medio liquido no se
contaminaran.

Para llevar a cabo la separacion de la biomasa del medio liquido fueron
separadas por una centrifuga, a 2500rpm en un tiempo de 30 min.

El medio liquido resultante fue envasado en un recipiente estéril para
posteriormente realizar la separacion de la dihidroxiacetona obtenida y su
caracterizacion.

La biomasa separada fue lavada dos veces con solucién salina, al
agregarle 5ml por lavada de esta solucion. Separandolo de esta en una
centrifuga a 2500rpm por 30min [25].

Luego de lavada la biomasa esta fue envasada en las cajas de Petri y
fueron colocadas en el horno a 80°C por 6 horas para secar la biomasa
[25].

. A esta biomasa seca le fue agregado 10ml de agua destilada. De esta
suspensiéon se tomaron 4ml y se procedid a la lectura de absorbancia de
este con una celda de vidrio a 578nm de longitud de onda en un
espectrofotometro UV-VIS [25].

. A'los 4ml seleccionados les fue agregado 1ml de agua destilada y se tomo
la lectura de la absorbancia. De esta dilucion se tomaron 4ml y se adiciono
1ml de agua destilada para su posterior lectura. Este procedimiento se
repitié hasta que la absorbancia alcanzo valores cercanos a 0. Tomando en
cuenta que el factor de dilucién fue de 4/5 [25].

. Si la lectura de absorbancia inicial presento un valor mayor a 1, se procedio
a tomar solo 1ml de muestra y agregar 3ml de agua destilada o mas hasta
gue el valor de la absorbancia alcanzara un valor menor o cercano a 1.
Tomando en cuenta la cantidad de agua destilada adicionada, siendo el

factor de dilucioén inicial:
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1ml muestra

actor de dilucion inicial =
f 1ml muestra + xml de agua destilada

9. De la muestra diluida se tomaron 4ml y se le agrego 1ml de agua destilada,
se tomé la lectura de absorbancia y se hizo el mismo procedimiento
indicado en el item 7.

10. De la suspension de 10ml también fueron tomados 4ml de suspension y
fueron envasados en las dos cajas de Petri pequefia 2ml en cada una, no
sin antes haber sido pesadas. Y fueron puestas a secar en el horno a 80°C
por 4horas o hasta que la suspension de biomasa se haya secado [25].

11.Luego de secada la biomasa estas fueron cubiertas hasta que estas se
enfriaran en un lugar seco. Para posteriormente ser pesadas nuevamente.
Y utilizando la siguiente ecuacion se procedio al calculo de la concentracion

de biomasa promedio presente en el medio [25].

concentracion de biomasa(g/L)

(Precipiente biomasa seca — Precipiente vacio)g 1000ml
B 2ml L
12.Con el valor anterior se procediéo a realizar la curva de calibracién de

biomasa. Absorbancia vs concentracion de biomasa. Tomando en cuenta el

factor de dilucion [25].
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ANEXO C.

Andlisis de la biomasa presente en las muestras

Para realizar la curva de crecimiento de biomasa del proceso batch y del proceso
Fed- batch, se utilizaron los siguientes materiales.

Materiales:

e Tubos de ensayo para centrifuga estéril
e Centrifuga

e Solucidn salina 0.9g/L

e Pipeta 5ml

e Mechero

e Camara de flujo laminar

e Alcohol

e Espectrofotometro UV-VIS

e Celdas de vidrio

Procedimiento:

1. Se realizé la separacion de la biomasa del medio liquido presente en las
muestras tomadas. En una centrifuga a 2500rpm por 30min. No sin
antes tomar en cuenta que el nivel de liquido en los tubos de ensayo
fuera el mismo, realizado en una camara de flujo laminar para garantizar
un medio esteéril.

2. Luego de separada la biomasa del medio liquido presente en las
muestras, se procedi6 el lavado de la biomasa presente en las muestras
con solucién salina dos veces y se separ0 de esta en una centrifuga a

2500rpm por 30min.
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3. A las muestras de biomasa después de lavada con solucion salina dos
veces les fue adicionado a cada muestra 5ml de solucion salina para su
posterior lectura en el espectrofotdmetro UV-VIS, tomando como blanco
la solucion salina. Y a 578 nm de longitud de onda [25].

4. Partiendo de la curva de calibracion de biomasa realizada en el proceso
batch tanto para una concentracion de glicerol de 50 como de 100g/L,
en el trabajo de investigacion “Biotransformacion de glicerol a
dihidroxiacetona (DHA) mediante fermentacion con Gluconobacter
oxydans” [25], se realizaron las lecturas de absorbancia y con dicha
curva, el posterior célculo de la concentracion de la biomasa de cada
muestra tomadas en el transcurso de las 72 horas [25].

5. En caso de que los valores leidos estén por encima de la curva se
procedio a la dilucion de esta y a la posterior lectura de absorbancia
hasta que este valor se encuentre en el rango de la curva. Tomando en
cuenta el factor de dilucion de 4/5 de los cuales 4ml son de muestra y

1ml de solucién salina [25].
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ANEXO D.

Determinacion de la curva de calibracion de dihidroxiacetona vy

determinacion de la curva de concentracién de DHA vs tiempo

Para realizar la curva de calibracion de DHA y la curva de concentracion de
dihidroxiacetona del proceso batch y del proceso Fed- batch vs tiempo, se

utilizaron los siguientes materiales.

Materiales:

e Solucién de DNS

e Pipeta 10ml

e Espectrofotdmetro UV-VIS

e Celdas de vidrio

e Micropipetas 1/100 pL y 100/1000 pL

e Puntas para micropipetas estériles

e 11 tubos de ensayo de 15ml tipo tapa rosca
e Bafio de termostato

e Cronometro

e 10recipientes de vidrio aforados de 10ml
Procedimiento:
1. Se procedi6 a la preparaciéon de la solucién del 3.5 4cido dinitrosalicilico: a
un volumen de 100ml de agua destilada se adicionaron, 1g de 3.5 acido

dinitrosalicilico, 30g de tartrato de sodio — potasio y 1.6g de NaOH. Estos
fueron mezclados en el siguiente orden: NaOH con el agua destilada,
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adicionandole el tartrato de sodio-potasio y por ultimo el 3.5 &cido
dinitrosalicilico [27].

. Se procedio a la preparacion de la DHA patron a diferentes concentraciones
tomando 200uL de cada concentracidon determinada de DHA, les fue
agregado en una probeta de 10ml agua destilada tal que alcance ese
volumen y fueron envasados en los 10 recipientes aforados.

. Luego de preparados las 10 muestras de DHA a diferentes concentraciones
conocidas de 0 alOOg/L. se tomO 500uL de estas muestras y fueron
envasados en los 10 tubos de ensayo estériles. Se les agrego
posteriormente 500uL de solucién de DNS. Y se prepardé un blanco que
contenia 500uL de agua destilada con 500uL de solucion de DNS.

. Estas muestras de DNS con DHA y el blanco fueron calentados a 90°C por
10min en el bafio de termostato. Se enfriaron y se les adiciono 10ml de
agua destilada [27].

Posteriormente se realiz0 la lectura de absorbancia de cada muestra
tomando como blanco el agua destilada con solucion de DNS. En un
espectrofotometro UV-VIS a 550nm de longitud de onda. En el menor
tiempo posible para evitar que al pasar el tiempo se lleve a cabo una
reaccion no esperada que altere los resultados Y se procedié a hacer la
curva de calibracion de DHA (absorbancia vs concentracion de DHA) [27].

. Luego de separado el medio liquido de la biomasa, de cada muestra se
tomd 200uL y fue diluido en 10ml de agua destilada.

. De la solucién de DNS (3.5 acido dinitrosalicilico) se adicionaron en un tubo
de ensayo de capacidad de 15ml, 500uL de esta solucion y se agregd
500uL de la muestra diluida y se calentd por 10min a 90°C en el bafio de
termostato [27].

. Luego de enfriado se le agrego a lo anterior 10ml de agua destilada, y se
procedié a la lectura de la absorbancia en el espectrofotbmetro UV-VIS a
550nm de longitud de onda, en el menor tiempo posible para evitar que al

pasar el tiempo se lleve a cabo una reaccion no esperada que altere los
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resultados. Debido a que al momento de realizar la curva de calibracién de
DHA se observd que después de pasado un tiempo la lectura de
absorbancia no era confiable [27].

Por ultimo se procedio al calculo de la concentracion de DHA presente en
cada muestra en el transcurso de las 72 horas, tomando en cuenta la curva
de calibracion DHA de las concentraciones de glicerol de 50-100g/L
realizadas en el trabajo de investigacion “Biotransformacién de glicerol a
dihidroxiacetona (DHA) mediante fermentacion con Gluconobacter oxydans”
[30].
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ANEXO E.

Separacion del producto obtenido (DHA) en el proceso Fed- batch

aplicado en la presente investigacion

Para realizar la separacién de la DHA del medio liquido resultante del proceso

fermentativo de Fed-batch se utilizaron los siguientes materiales.

Materiales:

e Medio liquido resultante

e Tubos de ensayo para centrifuga
e Erlenmeyer de 500ml

e Alcohol etilico al 99% de pureza
e Gradilla

Procedimiento:

1. Al medio liquido resultante que alcanz6 un volumen entre los 225 y
255ml se le agrego alcohol etilico con un 99% de pureza hasta que se
observara el cambio en la turbiedad del liquido y se formaran dos fases
[28].

2. Posteriormente fue envasado todo este liquido en tubos de ensayo para
separarlo en la centrifuga a 2500rpm por 45min.

3. Al liquido resultante le fue agregado nuevamente alcohol etilico para
separar la DHA restante en el medio.

4. La DHA separa fue expuesta al medio ambiente para que el alcohol
etilico presente en él se evaporara y evitando con esto que los

resultados del FTIR se vean afectados por la presencia del alcohol [28].
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ANEXO F.

Curvas de calibracion de biomasa para las concentraciones de glicerol
iniciales de 50 Y 100g/L

Figura F 1. Curva de calibracion de biomasa para una concentracion inicial de glicerol

de 50g/L.
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0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Concentracién de biomasa (g/L)
y =1,7475x - 0,0486
R?2=0,9919 - Factor de dilucién=1/9 - Mseca=5,075¢g

Fuente: “Biotransformacién de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante
fermentacion con Gluconobacter oxydans” [30].

Figura F 2. Curva de calibracién de biomasa para una concentracion inicial de glicerol
de 100g/L.
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Concentracion de biomasa (g/L)
y =1,7509x + 0,0089
R?=0,982 - Factor de dilucién=1/5 - Mseca=3,25

Fuente: “Biotransformaciéon de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante

fermentacion con Gluconobacter oxydans” [30].
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ANEXO G.
Curvas de calibracion de dihidroxiacetona con solucion de DNS para
las concentraciones de glicerol iniciales de 50 y 100g/L. Medido en un

espectrofotdmetro UV-VIS
Figura G 1. Curva de calibracion de DHA para una concentracion inicial de glicerol
de 50g/L.
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Concentracion de DHA (g/L)
y =0,2748x R?2=0,9928
Factor de dilucion: 200uL de muestra por 10ml H2O destilada

Fuente: “Biotransformacion de glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante
fermentacion con Gluconobacter oxydans” [30].

Figura G 2. Curva de calibracién de DHA para una concentracion inicial de glicerol
de 100g/L.
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N

Fuente: “Biotransformacién de (glicerol a dihidroxiacetona (DHA) mediante

fermentacion con Gluconobacter oxydans” [30].
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ANEXO H.

Tabla de calibracién de dihidroxiacetona y glicerol. Medido en un

cromatografo de gases (GC)

Tabla H1. Calibracion de DHA vy glicerol utilizando un cromatografo de gases
(GC)

Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

Calibration Table

Calib. Data Modified : 27/11/2012 1:49:35

Calculate s External Standard
Based on H Peak Area

Rel. Reference Window : 5.000 %

Abs. Reference Window : 0.000 min

Rel. Non-ref. Window : 5.000 %

Abs. Non-ref. Window 0.000 min
Multiplier 0.7800

Dilution 1.0000

Sample Amount 0.00000

Uncalibrated Peaks
Partial Calibration

not reported
Yes, identified peaks are recalibrated

* 4% se ae ss ee e

Correct All Ret. Times: No, only for identified peaks
Curve Type H Linear

Origin : Included

Weight Equal

Recalibration Settings:
Average Response :
Average Retention Time:

Average all calibrations
Floating Average New 75%

Calibration Report Options
Printout of recalibrations within a sequence:
Calibration Table after Recalibration
Normal Report after Recalibration
If the sequence is done with bracketing:
Results of first cycle (ending previous bracket)

Signal 1:

RetTime Lvl Amount Area Amt/Area Ref Grp Name
[min] Sig [g/L]

----------- | i s ottt i i i
4.450 1 1.50000 2.44030e4 6.14679e-5 DHA

10.00000 1.92961e5
20.00000 4.11845e5
50.00000 9.63130e5 5.19141e-5
100.00000 1.81319e6 5.51513e-5

5
4 5.18239%e-5
3
2
1
6.250 1 5 1.00000e-1 2200.00000 4.54545e-5
4
3
2
1

4.85620e-5

GLICERINA
1.00000 2.34740e4 4.26003e-5
10.90000 3.92760e5 2.77523e-5
49.50000 1.82000e6 2.71978e-5

104.00000 4.23935e6 2.45321e-5

Peak Sum Table

***No Entries in table***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO |I.

Curva de calibracion de dihidroxiacetona y glicerol. Medido en un

cromatografo de gases (GC)

Figura I1. Curvas de calibracion de glicerol y DHA

Method C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

Calibration Curves

Area | DHA at exp. RT: 4.450
1.75€6 73
1 Correlation: 0.99929
1.5E6 5 P Residual Std. Dev.: 29767.73619
3 Formula: y = mx + b
Lo ) m: 18192.74698
1E6 4 5 b: 17258.23707
x: Amount [g/L]
750000': y: Area
= 3 7
500000 E . ¥
T g A
0= T T
0 50 100
AmountfglL]
Area ] oy GLICERINA at exp. RT: 6.250
4E6 g
35E6: . | Correlation: 0.99899
=9 Residual Std. Dev.: 85238.15698
3E6 Formula: y = mx + b
S5Es ] m:  40427.03226
2 b: -35482.30651
2E6 A& x: Amount|g/L}
1.566 v y: Area
1E6
so0000, 3
E- P *
o T X T
0 50 100
Amountig/L]

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO J.

Tablas de resultados de concentracién de biomasa para una concentracion

inicial de glicerol de 50 g/L. Medido en un espectrofotometro UV-VIS

Tabla J1. Resultados del espectrofotometro UV-VIS para la biomasa de las muestras originales de

50.
Muestras Absorbancia Tiempo (h) Concentracion de Concentracion real de
original biomasa (curva) biomasa (factor de
original dilucién) original

0 0,086 0 0,6932 0,6932
1 0,505 12 0,2534 6.9608
2 0,646 24 0,3180 8.7337
3 0,754 36 0,3674 10.0917
4 0,734 48 0,3583 9.8402
5 0,812 60 0,3940 10.8210
6 0,851 72 0,4118 11.3114

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla J2. Resultados del espectrofotometro UV-VIS para la biomasa de las muestras duplicado de

50.
Muestras Absorbancia Tiempo (h) Concentracion de Concentracion real de
duplicado biomasa (curva) biomasa (factor de
duplicado dilucién) duplicado
0 0,086 0 0,6932 0,6932
1 0,569 12 0,2827 6.5434
2 0,647 24 0,3184 7.5241
3 0,785 36 0,3816 9.2593
4 0,809 48 0,3926 9.5611
5 0,883 60 0,4265 10.4916
6 0,832 72 0,4031 9.8503

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Tabla J3. Resultados promedio del

espectrofotometro UV-VIS para la biomasa de 50.

Muestras | Tiempo | Concentracién real de
(h) biomasa promedio (g/L)
0 0 0.6932
1 12 6.7522
2 24 8.1289
3 36 9.6755
4 48 9.7007
5 60 10.6563
6 72 10.5808

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO K.

Tabla de resultados concentracion de biomasa para una concentracion

inicial de glicerol de 100 g/L. Medido en un Espectrofotometro UV-VIS

Tabla K1. Resultados del espectrofotémetro UV-VIS para la biomasa de las muestras originales de

100 g/L.
Muestras Absorbancia Tiempo (h) Concentracion de Concentracion real de
original biomasa (curva) biomasa (factor de
original dilucion) original

0 0,104 0 0,0543 0,2716
1 0,707 12 0,3190 4.8671
2 0,755 24 0,3409 5.2017
3 0,768 36 0,3468 5.2923
4 0,756 48 0,3414 5.2087
5 0,855 60 0,3866 5.8989
6 0,841 72 0,3802 5.8013

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla K2. Resultados del espectrofotometro UV-VIS para la biomasa de las muestras duplicado de

100g/L.
Muestras Absorbancia | Tiempo (h) | Concentracion de Concentracion real de
duplicado biomasa (curva) biomasa (factor de
duplicado dilucion) duplicado
0 0,012 0 0,0088 0,0088
1 0,654 12 0,2948 4.4975
2 0,734 24 0,3313 5.0553
3 0,751 36 0,3391 5.1738
4 0,72 48 0,3249 4.9577
5 0,752 60 0,3395 5.1808
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6

0,895

72

0,4049

6.1778

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla K3. Resultados promedio del
espectrofotometro UV-VIS para la biomasa de
100g/L.

Muestras | Tiempo (h) | Concentracidn real
de biomasa
promedio

0 0 0.1402
1 12 4.6823
2 24 5.1285
3 36 5.2331
4 48 5.0832
5 60 5.5398
6 72 5.9895

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO L.

Tabla de resultados concentracion de DHA para una concentracion inicial de

glicerol de 50 g/L. Medido en un Espectrofotometro UV-VIS

Tabla L1. Resultados del espectrofotometro UV-VIS para la DHA de las

muestras originales de 50 g/L.

Muestra | Tiempo (h) | Absorbancia | Concentracién | Concentracién
original (Curva) real original
original

M-0 0 0,005 0,0182 0,9091
M-1 12 0,047 0,1709 8,5455
M-2 24 0,107 0,3891 19,4545
M-3 36 0,251 0,9127 45,6364
M-4 48 0,242 0,9528 47,6378
M-5 60 0,263 1,0354 51,7717
M-6 72 0,265 1,0433 52,1654

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla L2. Resultados del espectrofotémetro UV-VIS para la DHA de las muestras
duplicado de 50 g/L.

Muestra | Tiempo (h) | Absorbancia | Concentracion | Concentracion

duplicado (Curva) real duplicado
duplicado

M-0 0 0,005 0,0182 0,9091

M-1 12 0,04 0,1455 7,2727

M-2 24 0,086 0,3127 15,6364

M-3 36 0,173 0,6811 34,0551

M-4 48 0,179 0,7047 35,2362
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M-5

60

0,227

0,8937

44,6850

M-6

72

0,222

0,8740

43,7008

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla L3. Resultados promedio del espectrofotometro UV-
VIS para la DHA de 50 g/L.

Muestra Tiempo (h) Concentracion real
promedio

M-0 0 0.9091
M-1 12 7.9091
M-2 24 17.5455
M-3 36 39.8457
M-4 48 41.4370
M-5 60 48.2283
M-6 72 47.9331

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO M.

Tablas de resultados de concentracion de DHA para una concentracién

inicial de glicerol de 100 g/L. Medido en un espectrofotémetro UV-VIS

Tabla M1. Resultados del espectrofotometro UV-VIS para la DHA de las

muestras originales de 100 g/L.

Muestra Tiempo (h) | Absorbancia | Concentracién | Concentracion
original original real original
M-0 0 0,005 0,0182 0,9091
M-1 12 0,039 0,1418 7,0909
M-2 24 0,117 0,4255 21,2727
M-3 36 0,227 0,8255 41,2727
M-4 48 0,165 0,6000 30.0000
M-5 60 0,212 0,7709 38,5455
M-6 72 0,14 0,5091 25,4545

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

Tabla M2. Resultados del espectrofotémetro UV-VIS para la DHA de las
muestras duplicado de 100g/L.

Muestra Tiempo (h) | Absorbancia | Concentracion | Concentracidn

duplicado duplicado real duplicado
M-0 0 0,001 0,0039 0,1968
M-1 12 0,03 0,1181 5,9055
M-2 24 0,129 0,5079 25,3937
M-3 36 0,123 0,4843 24,2126
M-4 48 0,16 0,6299 31,4961
M-5 60 0,235 0,9252 46,2598
M-6 72 0,231 0,9095 45,4724
M-7 86 0,249 0,9803 49,0157

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Tabla M3. Resultados promedio del espectrofotometro UV-VIS
para la DHA de 100 g/L.

Muestra Tiempo (h) Concentracion real
promedio

M-0 0 0,5530
M-1 12 6,4982
M-2 24 23,3332
M-3 36 32,7427
M-4 48 30,7480
M-5 60 42,4026
M-6 72 35,4635
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ANEXO N.
Tabla de resultados concentracion de DHA y glicerol para una concentracion inicial de glicerol de 50 g/L.

Medido en un cromatografo de gases (GC)
Tabla N1. Resultados del cromatografo de gases GC para glicerol y DHA de 50 g/L.

Original Duplicado
Muestra Concentracién DHA (g/l) Concentracién Glicerol Concentracién DHA (g/l) Concentracién Glicerol
(8/1) (8/1)
0 9,0500 95,5120 1,1667 98,7568
1 10,0000 87,1210 9,9060 91,1610
2 27,1980 75,9510 25,2520 73,9170
3 47,6080 53,3688 32,6940 71,5720
4 39,4990 73,2090 57,5250 43,3180
5 42,3630 62,8660 58,0900 42,6800
6 60,5070 41,1790 60,2390 41,1680

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Tabla N2. Resultados promedio del cromatografo de gases GC para glicerol y DHA de 50g/L

Promedio Original y duplicado

Promedio (error 5%)

Concentracién DHA Concentracion Glicerol Concentracion DHA | Concentracion
Muestra (g/1) (g/1) (g/1) Glicerol (g/l)
0 5,1084 97,1344 4,8529 98,4848
1 9,9530 89,1410 9,4554 90,3803
2 26,2250 74,9340 24,9138 75,9758
3 40,1510 62,4704 38,1435 63,3389
4 48,5120 58,2635 46,0864 59,0735
5 50,2265 52,7730 47,7152 53,5067
6 60,3730 41,1735 57,3544 41,7459

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO N.

Tabla de resultados de concentracion de DHA y glicerol para una concentracién inicial de glicerol de 100

g/L. Medido en un cromatografo de gases (GC)

Tabla N1. Resultados del cromatografo de gases GC para glicerol y DHA de 100 g/L. Original

corrida Original (promedio Corrida original corrida original
muestras)
muestra DHA (g/l) Glicerol (g/l) DHA (g/1) Glicerol (g/l) DHA (g/l) Glicerol (g/l)
0 15,0185 44,027 14,578 43,401 15,459 44,653
1 15,3685 43,819 15,191 43,024 15,546 44,614
2 19,648 36,763 18,711 36,065 20,585 37,461
3 42,065 16,914 41,91 16,965 42,22 16,863
4 51,075 11,6745 51,15 11,33 51 12,019
5 55,0595 9,1875 56,788 9,246 53,331 9,129
6 46,678 17,694 47,08 18,026 46,276 17,362

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Tabla N 2. Resultados del cromatografo de gases GC para glicerol y DHA de 100g/L. Duplicado

Duplicado (promedio muestras)

corrida Duplicado

corrida Duplicado

muestra DHA (g/l) Glicerol (g/l) DHA (g/l) Glicerol (g/l) DHA (g/l) Glicerol (g/l)

0 14.7 44.08 14.7 44.08 14.7 44.08
1 14.4465 43.1885 14.545 43.485 14.348 42.896
2 26.6955 35.7315 25.042 34 28.349 37.463
3 50.5015 13.124 53.33 13.09 47.993 13.158
4 57.3975 9.751 50.139 9.717 50.072 9.785
5 57.3975 6.3425 58.139 5.968 56.656 6.717
6 59.064 7.144 59.388 7.328 58.74 6.96

Fuente: Elaborada en la presente investigacion

110




Tabla N 3. Resultados promedio del cromatografo de gases GC para glicerol y DHA de 100 g/L.

Corrida Original

Corrida duplicado

Promedio original y

Promedio original y

(promedio (promedio duplicado duplicado (error
muestras) muestras) 10%)
muestra DHA (g/l) | Glicerol DHA Glicerol DHA Glicerol DHA (g/l) | Glicerol
(8/1) (8/1) (8/1) (8/1) (8/1) (8/1)
0| 15,0185 | 44,027 14.7 44.08 14.8593 | 44.0535 13.3733 | 49.9877
1| 15,3685 | 43,819 | 14.4465 | 43.1885 | 14.9075 | 43.5038 13.4167 | 49.3639
2| 19,648 36,763 | 26.6955 | 35.7315 | 23.1717 | 36.2473 20.8546 | 41.1299
3| 42,065 16,914 | 50.5015 13.124 46.3633 15.019 41.7269 | 17.0421
4| 51,075 11,6745 | 57.3975 9.751 50.7883 | 10.7127 | 45.7094 | 12.1558
5| 55,0595 9,1875 | 59.3975 6.3425 56.2285 7.765 50.6057 8.8110
6| 46,678 17,694 | 59.064 7.144 52.871 12.419 47.5839 | 14.0919

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO O.

Resultados curva de calibracion de DHA vy glicerol realizado en el

cromatografo de gases (GC)

Figura O1. Resultado curva patrén de DHA para una concentracion de 100g/L.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10184.D Sample Name: .patron

DHA 100 g/L

Injection Date

25/11/2012 8:35:20

Sample Name : patron Location : Vial 1
Acg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 8:16:10 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:07:34 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading) S
f FID1 A, (ORL\GLI10184.D) 1
counts g
300000 -{ é
-
|
250000 -{ |
200000 -|
150000 -{
100000 -{
e e S e ' T T e T e
35 4 45 5 55 6 6.5 min
External Standard Report
Sorted By s Signal
Calib. Data Modified : 26/11/2012 23:07:31
Multiplier : 1.0000
Dilution s 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
| | | | e
4.462 VB 1.84813e6 5.44537e-5 100.63752 DHA
6.500 = - - GLICERINA
Totals : 100.63752

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning :

Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O2. Resultado curva patrén de DHA para una concentracion de 50g/L
Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10188.D Sample Name: patron

DHA 50 g/L

Injection Date : 25/11/2012 10:18:25
Sample Name : patron Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 10:19:50 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
26/11/2012 23:07:34 by ACEVEDO-DE AVILA
; (modified after loading)
f FID1 A, (ORL\GLI10188.D)
counts 1 s
200000 -|

Analysis Method
Last changed

4.460~ D

1&!”0{

1&Mﬂ0{
14&”0{
12mmoi ‘

100000

-

35 4 45 55 6 65 " e

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Signal
26/11/2012 23:07:31
1.0000
1.0000

4o a0

o e

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp  Name
[min] counts*s [g/L]
| | 1 | l==1
4.460 BB 9.77383e5 5.39964e-5 52.77514 DHA
6.500 - - - GLICERINA

Totals : 52.77514

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O3. Resultado curva patrén de DHA para una concentracion de 20g/L

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10190.D

DHA 20 g/L

Injection Date : 25/11/2012 10:39:44

Sample Name: patron

Sample Name : patron Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 10:37:32 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:07:34 by ACEVEDO-DE AVILA
. (modified after loading)
FID1A, (ORL\GLI10190.D)
counts ] £
] o
e
1 3
120MD1 <
1
110000
j
1
100000 —
90000
80000
70000 — — — = —
T T T T T T ¥ T
35 4 45 5 55 6 y 65 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 26/11/2012 23:07:31
Multiplier 3 1.0000
Dilution - 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L1
| | | | ==
4.449 BB 4.27469%e5 5.27478e-5  22.54807 DHA
6.500 = - - GLICERINA
Totals : 22.54807

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O4. Resultado curva patrén de DHA para una concentracion de 10g/L
Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10191.D Sample Name: patron

DHA 10 g/L

Injection Date : 25/11/2012 10:50:36

Sample Name : patron Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILIA

Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 10:37:32 by ACEVEDO-DE AVILA

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:07:34 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
f FID1A, (ORL\GLI10191.D) 1

~ 4,448 - DHA

75000 -|

OO e e o e -

m—
(2]
-
-
i
o

55 6 6.5 min

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Signal
26/11/2012 23:07:31
1.0000
1.0000

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
| | | | J==i]
4.446 BB 2.00003e5 5.02239%e-5 10.04491 DHA
6.500 = & = GLICERINA

Totals : 10.04491

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O5. Resultado curva patrén de DHA para una concentracion de 1.5g/L

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10199.D Sample Name: patron

DHA 1.50 g/L

25/11/2012 17:49:17
patron Location : Vial 1

ACEVEDO-DE AVILA

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Inj Volume : Manually
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
25/11/2012 17:53:18 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:33:46 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)

Acqg. Method
Last changed

o e

[ FID1A, (ORL\GLI10199.D)
counts

1
4450~ DHA

72000 -

71500 - |

71000

70500 -

70000

(3
o
$ —
-
)
o
o
o
r

External Standard Report

Signal
26/11/2012 23:07:31
2.8000
1.0000

Sorted By

Calib. Data Modified
Multiplier

Dilution

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
| | | | ==l
4.450 BB 2.65309e4 1.92112e-5 1.42713 DHA
6.500 - - = GLICERINA

Totals : 1.42713

Results obtained with enhanced integrator!
1 Warnings or Errors :

Warning : Calibrated compound(s) not found

**+* End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O6. Resultado curva patrén de glicerol para una concentracion de 104g/L
Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10204.D Sample Name: patron

GLICERINA 104 g/L

Injection Date : 25/11/2012 18:48:20
Sample Name : patron Location : Vial 1
Acq. Operator : ACEVEDO-DE AVILA

Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 18:46:50 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:39:56 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
f FID1 A, (ORL\GLI10204.D)
counts s
4
w
o
600000 - 3
|
] |©
500000
400000 -
i
i
200000 —
100000 Ny
LS T T T T T | PR T T !
35 4 45 5 55 6 6.5 min
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 26/11/2012 23:39:52
Multiplier = 1.0000
Dilution H 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
| | I==1
6.432 Vv 4.17750e6 2.49460e-5 104.21202 GLICERINA
Totals : 104.21202

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O8. Resultado curva patrén de glicerol para una concentracion de 49.5g/L

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10208.D

GLICERINA 49.5

g/L

Sample Name: patron

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Acq. Method
Last changed

.

26/11/2012 0:44:36

patron Location :

: ACEVEDO-DE AVILA

Inj Volume :

: C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

Analysis Method :

Last changed

25/11/2012 22:47:15 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)

C: \HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS .M

26/11/2012 23:45:33 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)

Vial 1

Manually

! FID1A, (ORL\GLI10208.D)

150000 -

100000

6.368 - GLICERINA

35 4.5

55

-

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution

Signal 1: FID1 A,

RetTime
[min]

Type

counts*s

g Signal
26/11/2012 23:39:52
1.0700
1.0000

" oee e

Amount
[g/L]

Area Amt/Area Grp Name

I
6.368 VV

Totals :

| | |
1.8200%6 2.5218le-5

49.11227 GLICERINA

49.11227

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura 09. Resultado curva patrén de glicerol para una concentracion de 10.9g/L

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10203.D

GLICERINA 10.9

g/L

Injection Date

26/11/2012 1:03:33°

Sample Name: patron

Sample Name : patron Location : Vial 1
Acq. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 25/11/2012 22:47:15 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 23:49:38 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
[ FID1 A, (ORL\GLI10209.D)
counts s
160000 - &
o
i
2
o~
140000 - f
1R
120000 3
]
|
‘1
100000 - |
|
|
] 1
80000
]
T T T T J | AL T T
k 35 4 45 5 55 6 65 minj
External Standard Report
Sorted By H Signal
Calib. Data Modified : 26/11/2012 23:48:39
Multiplier H 1.0000
Dilution 2 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
| | | Js
6.279 VvV 3.97760e5 2.69425e-5 10.71665 GLICERINA
Totals : 10.71665

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura 010. Resultado curva patrén de glicerol para una concentracion de 1g/L

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10212.D

Sample Name: patron

GLICERINA 1.0 g/L

Injection Date
Sample Name
Acqg. Operator

Acqg. Method
Last changed H
Analysis Method
Last changed

H

: 26/11/2012 2:27:11

patron Location : Vial 1
ACEVEDO-DE AVILA

Inj Volume : Manually

: C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

26/11/2012 2:34:11 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

26/11/2012 23:56:40 by ACEVEDO-DE AVILA
{modified after loading)

I FID1 A, (ORL\GLI10212.D)

counts -
76000%
1

|
75000 —
|

4

74000 -]

73000 |

71000

70000

69000

~ 6.276+ GLICERINA

|
o

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified

Multiplier
Dilution
Signal 1: FID1 A,

RetTime
[min]

Type

counts*s

Signal
26/11/2012 23:48:39
0.6000
1.0000

Area Amount

[g/1]

Amt/Area Grp Name

6.276 VB 3.

:

Totals

|
63437e4 4.88856e-5 1.06601 GLICERINA

1.06601

Results obtained with enhanced integrator!

**% End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura O11. Resultado curva patron de glicerol para una concentracion de 0.1g/L
Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10217.D Sample Name: patron

GLICERINA 0.1 g/L

Injection Date : 26/11/2012 6:56:58
Sample Name : patron Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually

Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 7:00:07 by ACEVEDO-DE AVILA

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 27/11/2012 0:05:52 by ACEVEDO-DE AVILA

(modified after loading)
[ FID1A, (ORL\GLI10217.D)

counts |

69350 -

—

6.329 - GLICERINA

69300

."\'n'j,’» ';v"\‘i‘

69250

AL
A

69200 |
69150 -

69100 -

69050

65 mn

w
o
&
£
(4]
o
o0
o
o —

External Standard Report

Sorted By
Calib. Data Modified 26/11/2012 23:48:39
Multiplier 0.1100
Dilution $ 1.0000

Signal

o oae

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]

| | | |
6.329 Vv 1323.51819 6.87883e-4 1.00147e-1 GLICERINA
Totals : 1.00147e~-1

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO P

Resultados corrida original y duplicado del cromatografo de gases

(GC) para una concentracion inicial de glicerol de 50g/L

Figura P1. Resultado de la muestra inicial del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 50g/L. Original

B;ta File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10067.D

REACTOR 50 g/L F.B

Sample Name: M.O

Injection Date : 23/11/2012 5:30:22
M.0

Sample Name s M. Location : Vial 1
Acg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 23/11/2012 3:36:01 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 18:42:18 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
FID1 A, (ORL\GLI10067.D)
cous 3
4
4
350000 - 8
©
300000 |
250000 -
200000 -|
150000 - g ‘
© |
« ‘
~ ;
100000 |
T T T T T T T
35 4 45 5 55 6 6.5 minf
External Standard Report
Sorted By Signal
Calib. Data Modified 26/11/2012 18:42:15
Multiplier 1.0000
Dilution 1.0000
Signal 1: FIDl1 A,

Uncalibrated Peaks

using compound GLICERINA

RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/1]
| il
4.376 VB 2.98505e5 5.17890e-5 15.45926 DHA
6.326 PB 1.76972e6 2.52319e-5 44.65329 GLICERINA
Totals : 60.11254

Results obtained with enhanced integrator!

*id Brnd of Report w**

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura P2. Resultados de la muestra 6 del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 50g/L. Original
Abata File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10050.D

REACTOR 50 g/L F.B

Sample Name: M.6

Injection Date : 22/11/2012 23:19:43

Sample Name : M.6 Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 22/11/2012 23:14:09 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 26/11/2012 21:22:44 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
f FID1 A, (ORL\GLI10050.D)
counts £
] @
S
220000 | pur
< o
] z @
200000 2 8
g ©
9
s o
180000 — \
i |
160000 - [ f
|
140000 | ;
1 |
120000 - \ |
100000 - .
] |
80000 . AN
) s R, . . A S
X T ¥ T * T T T % T ¥ T T
35 4 45 5 55 6 65 min
External Standard Report
Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 26/11/2012 15:23:55
Multiplier H 1.0000
Dilution : 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Anmount Grp Name
[min] counts*s fg/L]
| | | | -
4.396 vV 8.59147e5 5.38628e-5 46.27609 DHA
6.305 VB 6.66443e5 2.6052%-5 17.36278 GLICERINA
Totals : 63.63887

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura P3. Resultado de la muestra inicial del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 50g/L. Duplicado.
ata File C:\HPCHEM\I1\DATANOBLAGLI1O00&8.D

50 g/L duplicado

Injection Date : 23/11/2012 5:45:52

Sample Wame t HM.0 Lecation : Wial 1

5 rator : RCEVEDO=-DE AVILA
Aods Oe Inj Volume : Manually
Acg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.H

Last changed r 231172012 3:36:01 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)

Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

Last changed : 26/1172012 18:42:18 by ACEVEDO-DE AVILR

[modified after loading)

Sample Hame: M.D

FID1 A, (ORLYGLIT0D06E.0)
cournts | 3
400000 -~ g
- :
_- 1
250000 -
200000 -
150000 - g
:
100000 -
— e ' — —T ; T—r ———
- as 4 45 5 55 [] &5 il
External Standard Report
Sorted By t Signal
Calib. Data Modified = 26/11/2012 18:42:15
Hultiplier t 1.0000
Dilution : 1.0000

Signal 1: FIDL A,

Uncalibrated Peaks ] using cempound GLICERIHA

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Hame
[min] counts*s la/L] |
——————— 1 . e e [ | —————————————
4.380 VB 2.82474e5 5.16087e=5 14.57810 DHA
6.324 VB 1.71910e6 2.52465e-3 43.40130 GLICERINA
Totals : 57.97941

Results obtained with enhanced integrater!

#++ End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura P4. Resultados de la muestra 6 del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 50g/L. Duplicado.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10168.D

50 g/L duplicado

Injection Date :
Sample Name H
Acq. Operator 2

Acg. Method E
Last changed z

Analysis Method
Last changed

24/11/2012 17:25:22
M-6 Location : Vial 1
ACEVEDO-DE AVILA

Inj Volume : Manually

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS .M

24/11/2012 9:49:54 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M

27/11/2012 2:11:59 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)

Sample Name: M-6

FID1 A, (ORL\GLI10168.D)

counts — E
=
©
250000 S
-
|
225000
] <
j =z
200000 | 4
1 i3
1 o
] ]
175000 .
i f =
E 2
4 ©
150000
125000
100000 -
75000 - =
| S - | S e o e se
T T T T T T T ¥
35 4 45 5 55 65 min
External Standard Report
Sorted By > Signal
Calib. Data Modified : 27/11/2012 1:49:35
Multiplier S 0.7800
Dilution 2 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
I I I I ==l
4.525 BV 1.38733e6 5.42832e-5  58.74093 DHA
6.351 BB 3.25264e5 2.74343e-5 6.96024 GLICERINA
Totals : 65.70117

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO Q

Resultados corrida original y duplicado del cromatografo de gases

(GC) para una concentracion inicial de glicerol de 100g/L.

Figura Q1. Resultado de la muestra inicial del proceso Fed-batch para una concentracion
inicial de glicerol de 100g/L. Original.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10225.D Sample Name: M-0

100 g/L

Injection Date : 07/12/2012 18:00:17

Sample Name : M-0 Location : Vial 1
Acq. Operator : ACEVEDO-DE AVILA

Inj Volume : Manually
Acqg. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 27/11/2012 17:01:09 by ACEVEDO-DE AVILA

(modified after loading)
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 10/12/2012 4:08:17 by ORLANDO DE LA ROSA
(modified after loading)
FID1 A, (ORL\GLI10225.D)

Norm.

700000 -|

6.061- GLICERINA

400000 -

200000 |

4.135- DHA

7.943

100000

External Standard Report

Sorted By : Signal
Calib. Data Modified : 10/12/2012 3:37:36
Multiplier 3 0.7500
Dilution 5 1.0000

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Amt /Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]

— | | | | J==i
4.135 VB 2.36789%e5 5.09607e-5 9.05019 DHA
6.061 VB 5.11291e6 2.49076e-5 99.51271 GLICERINA

Totals : 104.56290

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura Q2. Resultado de la muestra 6 del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 100g/L. Original

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10243.D

100 g/L

Injection Date
Sample Name
Acq. Operator

Acqg. Method
Last changed

Analysis Method :

Last changed

: 08/12/2012 18:55:19
: M-6
: ORLANDO DE LA ROSA

: C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
: 08/12/2012 18:52:13 by ORLANDO DE LA ROSA

(modified after loading)

C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
: 08/12/2012 19:13:53 by ORLANDO DE LA ROSA

(modified after loading)

Location : Vial 1

Inj Volume : Manually

Sample Name: M-6

100000

FID1 A, (ORL\GLI10243.D)

~ 4.256 - DHA

- 6,116 - GLICERINA

>
on-|

External Standard Report

Sorted By

Calib. Data Modified :

Multiplier
Dilution

Signal

0.4900
1.0000

08/12/2012 18:36:01

Signal 1: FID1 A,

RetTime
[min]

Area
counts*s

Type

Amt/Area Amount Grp  Name

[g/L]

|
4.256 PV
6.116 VB

2.26378e6

Totals :

|
5.4547%e-5
3.36196e6 2.49970e-5

| )
60.50732 DHA
41.17902 GLICERINA

101.68634

Results obtained with enhanced integrator!

xnk i EBnd of'Report X

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura Q3. Resultado de la muestra inicial del proceso Fed-batch para una concentracion

inicial de glicerol de 100g/L. Duplicado.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10224.D

100 g/L duplicado

07/12/2012 17:44:15
M-0 Location : Vial 1
ACEVEDO-DE AVILA

Injection Date
Sample Name
Acg. Operator

Y

Inj Volume : Manually
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
27/11/2012 17:01:09 by ACEVEDO-DE AVILA
(modified after loading)
C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
10/12/2012 4:09:49 by ORLANDO DE LA ROSA
(modified after loading)

Acg. Method
Last changed

o

Analysis Method
Last changed

T

Sample Name: M-0

FID1 A, (ORL\GLI10224.D)
Norm.

700000

6.050 - GLICERINA

200000 —

100000 -

14133 - DHA

External Standard Report

Sorted By Signal
Calib. Data Modified : 10/12/2012 3:37:36
Multiplier : 0.9400
Dilution F 1.0000

Signal 1: FID1 A,

RetTime Type Area Ant/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]

| | | | 1--1
4.133 BB 3.98391e4 3.11554e-5 1.16673 DHA
6.050 BB 4.21180e6 2.49443e-5 98.75684 GLICERINA
Totals : 99.92357

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura Q4. Resultado de la muestra 6 del proceso Fed-batch para una concentracion
inicial de glicerol de 100g/L. Duplicado.

Data File C:\HPCHEM\1\DATA\ORL\GLI10242.D Sample Name: M-6

100 g/L duplicado

Injection Date : 08/12/2012 3:38:14

Sample Name : M-6 Location : Vial 1
Acqg. Operator : ACEVEDO-DE AVILA
Inj Volume : Manually
Acq. Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 07/12/2012 21:09:19 by ACEVEDO-DE AVILA
Analysis Method : C:\HPCHEM\1\METHODS\GLIWAS.M
Last changed : 10/12/2012 4:12:59 by ORLANDO DE LA ROSA
(modified after loading)
FID1 A, (ORL\GLI10242.D)
Norm. ]
700000 - s
i x
w
] o
600000 @
1 &
8
500000 -| -
| £
1 (=}
400000 | o
o
<
300000 |
200000 ‘
100000
T T T T
4 5 6 A _min
External Standard Report
Sorted By 2 Signal
Calib. Data Modified : 10/12/2012 3:37:36
Multiplier & 0.6600
Dilution g 1.0000
Signal 1: FID1 A,
RetTime Type Area Amt/Area Amount Grp Name
[min] counts*s [g/L]
------- e =i | F===1
4.132 BV 1.67774e6 5.44015e-5 60.23918 DHA
5.952 VB 2.48621e6 2.50889%9e-5 41.16840 GLICERINA
Totals : 101.40758

Results obtained with enhanced integrator!

*** End of Report ***

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO R
Tabla de caracterizacion de la dihidroxiacetona utilizada como patron

Tabla R1. Especificaciones de la dihidroxiacetona comercial

' MERCK
Certificate of Analysis :

1.10150.9026 Dihydroxyacetone extra pure for cosmetic purposes

Batch VP368550
Spec. Values Batch Values
Appearance . white (o almost white finecrystalline-  passes test
frecflowing powder, eveatually with
granular parts.
Identity (IR-spectrum) conforms passes test
Assay (calc. on anhydrous substance) 98.0-1020 % 100.3 %
Appearance of solution
10%; water/cthanol 96%; (20/80) transparent without any cloudiness passes test
for 72 hours
Appearance of sofution (colour) <50 Hazen 0 Hazen
pH-value (5 %; water) 40-6.0 48
Heavy metals (as Pb) <0.001 % <0.001 %
As (Arsenic) <0.0003 % <0.0003 %
Fe (Iron) <0.002 % <0.002 %
Protein (colorimetric) <501 % <01 %
Glycerol (TLC) <05 % <035 %
TLC-Test passes test passes test
Formic acid & - <30 pom <£30 Ppm
Methanai (HPLC) <50 ppm 153 ppm
Sulfated ash (600 °C) £0.10 % <0.0! %
Water (according to Karl Fischer) <0.20 % 0.04 %
Microbiological purity (total viable aerobic
count) <100 CFU/g % <100 CFU/g
E.coli absentinl g absentinl g
Pseudomonas acruginosa absentinl g absentinlg
Staphylococcus aureus absentinl g sbsentinl g
Candida albicans abscatinl g absentinlg
Salmonella species absentin 10 g absentin 10 g
Date of release (DD.MM.YYYY): 22.03.2012
Minimum shelf life (DD.MM.YYYY): 31.03.2015
Dr. Karl-August Reiffen
ponsible lab 4 quality control
This de has been produced electronically and is valid without a signanure

Merck KGaA, Frankfurter StraBe 250, 64293 Darmstadt (Garmany): +49 6151 720
SA-7 23486321 101500000/000000 V. 917  Date: 22.03.2012 2

Fuente: Laboratorio MERKS
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ANEXO S

Especificaciones de la cepa gluconobacter oxydans de la coleccién

espafola de cultivos tipo

Figura S1. Especificaciones de la cepa Gluconobacter oxydans

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO (CECT)

Parc Cientific Universitat de Valéncia
atedratico Agustin Escardino, 9
46980 Paterna gVaIencvae). Espana
Tel.: +34 96 354 46 12
Fax: +34 96 354 31 87
http://www.cect.org

Dissolve salts and

Adjust pH to 7.2. For solid media, add agar, steam this basal medium in autoclave, and sterilize at 121 °C for 15 min.

In parallel,
Dissolve 10 g of anhydrous glucose in 50 ml of distilled water and sterilize by filtration. Add to the sterilized basal medium and dispense
aseptically into tubes or Petri dishes.

10. MANNITOL BROTH/AGAR

Yeast extract 5.0 g

Peptone 3.0 g

Mannitol 25.0 g

Agar powder (only for solid media) 15.0 g
Distilled water 1 LpH not

Adjusted.

44. YEAST GLUCOSE BROTH/AGAR FOR Acetobacter
Glucose 100 g

Yeast extract 10 g

CaCO320g

Agar powder (only for solid media) 15 g

Distilled water 1 L

Para el mantenimiento de estas cepas les recomendamos consultar la siguiente bibliografia:

- Day, J.G and McLellan, M.R. (eds.). "Cryopreservation and freeze-drying protocols". Humana Press. Totowa. New Jersey (1995).
- Kirsop, B.E. and Doyle, A. (eds.). "Maintenance of microorganisms and cultured cells". Academic Press. London (1991).

- Hunter-Cevera, J.C. and Belt, A. (eds.) "Maintaining cultures for biotechnology and industry". Academic Press. London. (1996).

En cumplimiento de lo establecido en la Ley Orgénica 15/1999 sobre Proteccién de Datos de Carécter Personal (LOPD), les informamos que
sus datos estén incluidos en una base de datos a la que podrén tener acceso para su modificacién o cancelacién cuando lo estimen oportuno,
para lo cual habran de enviar un e-mail a info@cect.org, indicando en el asunto "LOPD"

Para mejorar nuestra politica de proteccién del medio ambiente, desde marzo de 2004 en la CECT estamos empleando gel de silice sin
cobalto en sustitucién del antiguo gel de silice con cobalto. El anterior gel de silice con cobalto tiene color azul cuando la ampolla se
encuentra en condiciones dptimas y pasa a rosa palido cuando la ampolla esta dafiada. El nuevo gel de silice sin cobalto tiene color rojo/rosa

fucsia cuando la ampolla esta en buenas condiciones y pasa a amarillo/naranja cuando la ampolla esta dafada.

(**) Para la clasificacién de los microorganismos en grupos de riesgo la CECT sigue la guia técnica elaborada por el Instituto Nacional de

Fuente: Coleccion espafiola de cultivos tipo (CECT)
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Figura S2. Especificaciones de medio de cultivo

COLECCION ESPANOLA DE CULTIVOS TIPO (CECT)

Parc Cientific Universitat de Valéncia
Catedratico Agustin Escardino, 9
46980 Paterna gValenCIag. Espana
Tel.: +34 96 354 46 12
@ T Fax: +34 96 354 31 87
http://www.cect.org

ALBARAN / NOTA DE ENTREGA

3-4-2012

UNIVERSIDAD DE CARTAGENA.
Pedido n°: Gesira de Avila
Factura n®: 401-12

1 x CECT 204: Azotobacter vinelandii, Lipman 1903

LOTE: 19-05-2004

Presentacion: LiA%ilo

Otras colecciones: ATCC 9104; BUCSAYV 352; NCIMB 8004

Historia: CECT (A. chroococcum), 1972 < NCIMB, 1950 < ATCC < P.W. Wilson
Grupo de riesgo: 1 (Clasificacién provisional) (**)

Condiciones de cultivo (medio, temperatura): 6, 30°C

1 x CECT 360: Gluconobacter oxydans, (Henneberg 1897) De Ley 1961 (Approved Lists 1980) emend. Mason and Claus 1989

LOTE: 01-04-2003

Presentacion: LiA%ilo

Otras colecciones: ATCC 621; DSM 50049; IFO 3172; LMD 23.2; La 3182; Lockwood 953; NCIMB 621; NCTC 7069; NCIB 8035; NRRL B-72:
Historia: CECT, 1984 < NCIMB < J.R. Postgate < D.D. Woods < ATCC < NRRL (Acetobacter suboxydans) < A.J. Kluyver < F. de Leeuw
Grupo de riesgo: 1 (Clasificacion provisional) (**)

Condiciones de cultivo (medio, temperatura): 10/44, 26°C

Medios de cultivo recomendados

6. NITROGEN-FREE MEDIUM (Norris medium)
K2HPO4 1.00 g

MgS04.7H20 0.20 g

CaC031.00g

NaCl 0.20 g

FeS04.7H20 0.10 g

Na2Mo04.2H20 5.00 mg

Agar powder (only for solid medium) 15.00 g
Distilled water 950 ml

Fuente: Coleccion espafiola de cultivos tipo (CECT)
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ANEXO T

Resultados analisis espectroscopiainfrarroja FTIR

Figura T1. Resultados FTIR de absorbancia de DHA patréon.

’ﬁ Pm: Your complimentary Mon Dec 24 12:14:16 2012
st ptiod 1S evded.
CO m plete Thamk pou for using

POF Conmytete,

Click Here to upgrade
Unlimited Pages and E

3.0
2.8

2.6

Absorbanca

>
2.2%
1.3%

1.6

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers (cm-1)

Mo peak table for the selected spectrum! ©ollection fime: Mon Dec 24 1271115 201

Mumber of sample scans: 20
Mumber of background scans: 16
Resolution: 4.000

Sample gain: 8.0

Optical velocity: 0.4747
Aperture: 100.00

Detector: DTGS KBr
Beamsplitter: KBr
Source: IR

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura T2. Resultado FTIR de absorbancia de la muestra de DHA obtenida en la

presente investigacion

Pm: Your complimentary Mon Dec 24 12:03:59 2012
Complete  mestriets

Click Here to upgrade |

Uniimited Pages and E

Absorbance

2.2

1.8

4000 3000 2000 1000
Wavenumbers (cm-1)

No peak table for the selected spectrum] Collection time: Mon Dec 24 12:01:06 201
Number of sample scans: 20
Number of background scans: 16
Resolution: 4.000
Sample gain: 8.0
Optical velocity: 04747
Aperture: 100.00

Detector: DTGS KBr
Beamsplitter: KBr
Source: IR

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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Figura T 3. Resultado FTIR de transmitancia de DHA patron.

Complete

Unlimited Pages and

1.6

1.4

% Transmittance
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Mon Dec 24 12:13:25 2012
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Collection time: Mon Dec 24 12:11:15 201
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Mumber of background scans: 16
Resolution: 4.000

Sample gain: 8.0

Optical velocity: 04747
Aperture: 100.00

Detector: DTGS KBr
Beamsplitter: KBr
Source: IR

Fuente: Elaborada en la presente investigacion



Figura T4. Resultado FTIR de transmitancia de la muestra obtenida de DHA obtenida en la

presente investigacion

Vo covrigiiimeritarny
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Collection time: Mon Dec 24 12:01:06 201

Mumber of sample scans: 20
Mumber of background scans: 16
Resolution: 4.000

Sample gain: 8.0

Optical velocity: 04747
Aperture: 100.00

Detector: DTGS KBr
Beamsplitter: KBr
Source: IR

Fuente: Elaborada en la presente investigacion
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ANEXO U

Tabla caracteristica de rangos de absorbancia en espectroscopia

infrarroja

Tabla Ul. Rangos de absorbancia en espectroscopia infrarroja

Tipo de absorcion

Longitud de onda {em™ )

Intensidad

Absorcion de:

C-H tension 3400-3840 fuerte, ancha alcohol
2500-3300 fuerte, muy ancha acido carboxilico
M-H tension 3310-3330 media (forma "W"') amina {1°)
C-H tensian 3300 fuerte ap C-H de alquino
3030 media aromatico
3020-3100 media spf C-H de alqueno
2850-2960 media a fuerte ap” C-H de alcano
2750 y 2850 débil- media (forma W*)  0=C-H de aldehido
C=M tension 2210-2260 media, aguda nitrilo
C=C tension 2100-2260 media, aguda alquino
C=0 tension 1670-1780 fuerte, aguda carbonilo
1730-1730 ester
1720-1740 aldehido
17051725 cetona
1700-1725 acido carboxilico
1640-1700 amida
~ 1800 v 1760 anhidrido
C=C tension 1650-1670 debil- media, aguda algueno
1600, 1500, 1450 fuerte, aguda aromafico
C=M tension 1640-1670 media, aguda imina
M-H flexion 1500-1650 media a fuerte, aguda amina y amida
M=0 tension 1300-1600 (1540) fuerte, aguda nitro-compuesto
y 1320-1390
C-N tension 1030, 1230 media amina
C-0 tension 1050-1150 fuerte alcohol
1250-1310 fuerte ancha éster-conjugado
1240 fuerte, ancha ester-acetatos
1175 fuerte, ancha ester-no conjugado
C-Cl tension (terminal) &00-800 fuerte haluro de alquilo
Ar-Cl tensicn 1000-1173 media - fuerte haluro de arile
C-Br tensién (terminal) 500-760 fuerte halura de alquilo
C-I {terminal) S00 fuerte haluro de alquilo

Fuente: IR Spectroscopy Tutorial. [31]
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ANEXO V

Equipos utilizados

Figura V1. Shaker, autoclave, pH-metro y centrifuga.

1. Shaker.
3. pH-metro.

Fuente: Los autores

Fuente: Los autores
2. Autoclave

4. Centrifuga

Fuente: Los autores
Fuente: Los autores
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Figura V2. Incubadora, horno, bomba de aire y camara de flujo laminar.

1. Incubadora 3. Bomba de aire.

Fuente: Los autores
Fuente: Los autores

2. Horno 4. Camara de flujo laminar

Fuente: Los autores .
Fuente: Los autores
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Figura V3. Espectrofotometro UV-VIS y Cromatografo de gases GC

A 23. 9. Espectrofotometro UV-VIS

Fuente: Los autores

A 23. 10. Cromatografo de gases (GC)

A

Fuente: Los autores
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