-3 sgrtorius stedim

LN )
biotech

Produccion de acido propionico
por Propionibacterium
acidipropionici en un BIOSTAT” A

Nota de la
aplicacion

turning science into solutions



Carlos H Luna-Flores, Lars Nielsen
y Esteban Marcellin*

Australian Institute for Bioengineering and
Nanotechnology (AIBN), The University of
Queensland, Brisbane, Qld 4072, Australia

* Autor para correspondencia

Dr. Esteban Marcellin, Australian Institute
for Bioengineering and Nanotechnology,
The University of Queensland,

Brisbane, QLD 4072, Australia.

Teléfono: +61 7 334 64298,

Fax: +61 7 3346 3973,

Correo electronico: e.marcellin@ug.edu.au

Introduccion

El acido propionico (AP), derivado tradicio-
nalmente de combustibles fosiles, es muy
utilizado en las industrias alimentaria y
farmacéutica. El AP se utiliza como conser-
vante y, cada vez mas, en la sintesis de
monomeros. Recientemente, el mercado

del AP ha crecido, con un incremento anual
constante del 3 %, hasta superar las 410 000
toneladas por afio. Las crecientes preocupa-
ciones ambientales han animado a los
usuarios finales a buscar alternativas susten-
tables para obtener AP, lo que ha abierto

un nicho de mercado para la produccion
biologica de AP (Liu et al., 2012). La bio-
produccion de AP responde a muchas de las
preocupaciones ambientales y ofrece una
alternativa sustentable para la produccion de
sustancias quimicas C3 como el propileno,

el propanol y el propionato de vinilo.

El Propionibacterium acidipropionici

(P. acidipropionici) es una bacteria en forma
de vara, gram-positiva y anaerobica que
produce naturalmente AP como principal
producto en el ciclo fermentativo de
Wood-Werckman (Liu et al., 2012; Parizzi

et al.,, 2012). De forma nativa, el AP se
produce junto con otros acidos organicos
como el lactato, el succinato y el acetato.

La fermentacion anaerobica de P. acidipro-
pionici es sensible a las condiciones ambien-
tales, fisicoquimicas e hidrodinamicas, inclui-
das la temperatura, el pH, el oxigeno disuelto
y el stress por agitacion. Estas condiciones se
deben controlar rigurosamente durante la
fermentacion. El P. acidipropionici utiliza una
compleja mezcla de nutrientes para producir
el AP en condiciones optimas. Esto genera un
metabolismo dindmico en las distintas fases
de crecimiento. En este estudio demostramos
|la robustez del BIOSTAT® A para fermentar

P. acidipropionici. El equipo fue capaz de
controlar el pH satisfactoriamente a pesar de
la gran produccion de AP. Los parametros de
control del pH se tuvieron que ajustar para
conseguir un control adecuado del mismo.
Para asegurar la condicion anaerobia del pro-
ceso se afadio constantemente nitrogeno al
reactor La temperatura se controlo con la
manta calefactora que cubre el vaso y el
enfriador que proveia agua de recirculacion.
El enfriador ayudd también a controlar la
evaporacion, enfriando los gases de escape.
Las condiciones hidrodindmicas se mantuvie-
ron utilizando dos impulsores Rushton.

1. Material y métodos

1.1 Bacterias y medios

P. acidipropionici ATCC 55737 fue seleccio-
nado de una coleccion de 17 cepas
(Stowers, Cox,&t Rodriguez, 2014). La cepa
se conservo a -80 °C con glicerol (20 %)
como crioprotector. El medio de cultivo
(PAM) se componia de (g/L): extracto de
levadura (10), tripticasa de soja (5), K,HPO,
(0,05), MnS0, (0,05) y glucosa (75). Los
componentes del medio y la

fuente de carbono se esterilizaron por
separado durante 20 min a 121 °C.

1.2 Cultivo

Los cultivos madre de glicerol se resuspen-
dieron en tubos Eppendorf de 1,5 mL que
contenian 1 mL de medio PAM inoculado
con 0,8 % (% v) de la solucion madre de gli-
cerol. Este cultivo se incub6 durante 24
horas

a32 °C. Luego se transfirio a un tubo Falcon
de 15 mL que contenia 14 mL de medio
PAM vy se dejo crecer durante otras 24
horas. Un 5 % (% v) de este cultivo se
utilizo para inocular botellas de suero de
250 mL que contenian 100 mL de medio
PAM vy se incubaron durante otras 24 horas.
Las células de las botellas de suero en fase
exponencial media se utilizaron para
inocular el fermentador a una DOy,
inicial de 0,3. El proceso se realizo con un
fermentador BIOSTAT” A de 1 L. El fermen-
tador estaba equipado con sondas y
sensores standards que permitieron medir
y controlar el pH, el oxigeno disuelto,

la temperatura y la agitacion. La velocidad
de agitacion se mantuvo constante a

300 rpm. El pH se controld a 6,4 con una
solucion 10 M de NaOH. La temperatura
del cultivo se mantuvo a 32 °C con una
manta calefactora eléctrica y un enfriador
con agua de recirculacion. El condensador
de gases de escape se mantuvo al 20 % para
evitar evaporacion del medio. Antes de la
inoculacion, se introdujo N, en el fermen-
tador durante al menos 15 minutos.

Se mantuvo un flujo de N, constante
durante toda la fermentacion a un caudal
de 300 ccm con un factor de correccion
para el controlador de flujo masico del
0,992.



1.3. Métodos analiticos

La densidad optica del cultivo se midié a 600 nm con un espectro-
metro Biochrom Libra S12 UV/Vis. Los acidos organicos y carbohi-
dratos se cuantificaron mediante cromatografia ionica de
exclusion con un sistema HPLC Agilent 1200 y una columna
Agilent Hiplex H (300 x 7,7 mm, PL1170-6830) con precolumna
(SecurityGuard Carbo-H, Phenomenex PN: AJO-4490). Los azlicares
se monitorearon con un detector de indice de refraccion (Agilent
RID, G1362A) ajustado en polaridad positiva y una unidad optica
de temperatura a 40 °C, mientras que los acidos organicos se
monitorearon a 210 nm (Agilent MWD, G1365B). Se inyectaron
30 pL de la muestra en la columna con un inyector automatico
(Agilent HiP-ALS, G1367B) y se mantuvo la temperatura

de la misma a 65 °C [70 °C] con un termostato externo

(Agilent TCC, G1316A). Los analitos se eluyeron isocraticamente
con 4 mM H,SO, a 0,6 mL| min durante 26 min. Los cromatogra-
mas se integraron con ChemStation (Rev B.03.02[341]).

2. Resultados

El P. acidipropionici produce acidos organicos que generan fuertes
cambios de pH que se debe controlar. En la Figura 1 se muestran
los parametros de control en el biorreactor BIOSTAT A.

Como se ilustra, el pH se mantuvo constante mediante la adicion
de la cantidad necesaria de base (10 M de NaOH ) con la bomba
peristaltica integrada. Los parametros de control PID se ajustaron
en P: 300 %, I: 0 % y D: 0 %. Se suministrd continuamente N, para
mantener el entorno anaerobico en el fermentador. La temperatu-
ray agitacion también se controlaron y monitorearon continua-
mente.

En la Figura 2 se muestran los perfiles de la cinética del crecimien-
to de P. acidipropionici. EI AP fue el principal producto de fermen-
tacion, junto con cantidades menores de acido acético y acido
succinico. Como puede observarse en la figura, el crecimiento se
detuvo a las 40 h. Sin embargo, la produccién de AP continué
hasta el final de la fermentacion, lo que resulté en un incremento
en la adicion de NaOH hasta la 96.2 hora.
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Figura 1: Parametros de control del BIOSTAT" A durante la fermentacion de
P. acidipropionici. Se muestra el flujo de nitrogeno, la temperatura, el pHy el
volumen de la solucion NaOH 10 M.
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Figura 2: Cinética del crecimiento de P. acidipropionici en un BIOSTAT® A,

(a) Equipo BIOSTAT® A.

(b) Cinética del crecimiento y la produccion.
Densidad optica: linea negray 4;
Acido propionico: linea negra 'y W;
Glucosa: linea negray ®;
Acido succinico: linea gris y [7;
Acido acético: linea grisy O;
Piruvato: linea grisy O.

3. Conclusion

La fermentacion de P. acidipropionici para la produccion de AP se
puede realizar en un BIOSTAT® A. El pardmetro mas importante a
controlar fue el pH, que se controlé cambiando el PID. En conclu-
sion, el BIOSTAT® A se puede utilizar exitosamente para fermentar
micro- organismos anaerdbicos como P. acidipropioniciy obtener
una produccion de mas de 30 g/L de acido propionico.
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