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@ Resumen

Enel Centrode Ingenieria Genéticay Biotecnologia (CIGB) de Camagtiey se desarrollé el producto
HeberNem®, con probada actividad nematicida. En el presente trabajo se establecid el proceso de
fermentacion de la bacteria Tsukamurella paurometabola, C-924, principio activo del producto
HeberNem®, sobre la base del crecimiento diduxico del microorganismo en extracto de levadura y
sacarosa como sustratos. Se realiz6 un pormenorizado estudio bibliografico sobre los aspectos méas
importantes de las tecnologias actuales de fermentacion, cultivos de altadensidad y escalado de procesos
fermentativos. Se determinaron, por primeravez, las constantes cinéticas del crecimiento del microorganismo
en el medio de cultivo disefiado. Se desarrollé un modelo matemaético del biorreactor discontinuo y se
validd a escala piloto. Con el empleo de la modelacion matemética se determinaron los niveles 6ptimos
de las principales variables que controlan el proceso de fermentacion a escala industrial, lo que posibilitd
el desarrollo de un cultivo de alta densidad para el crecimiento del microorganismo Tsukamurella
paurometabola, C-924, nunca antes reportado en la literatura. Con los resultados obtenidos se disefid
unatecnologialimpia que contribuye a ladisminucién del uso de nematicidas quimicos, alareduccién de
las afectaciones ambientales en la lucha contra los nematodos y al incremento de los beneficios
economicos de la agricultura.

Palabras clave: bionematicida, cultivo de alta densidad, Tsukamurella paurometabola.

® Abstract

In the Center for Genetic Engineering and Biotechnology (CGEB) of Camagiey, a product
HeberNem®, with probed nematocidic activity, was developed. In this work the fermentation process
of the bacteria Tsukamurella paurometabola, C-924 was established taking in account the diauxic
growth of the microorganism during the consumption of yeast extract and sucrose as substrates. To
develop the process different literature reports were used, specifically those related to high cell density
culture and scale up of the fermentation process. Kinetic constants of the microorganism growth in the
designed culture medium were determined. A mathematical model to describe the growth of the
microorganism in batch culture was developed and validated at the pilot plant scale. Using mathematical
modeling optimal values of the main variables of the process at industrial scale were determined. With
this result a high cell density culture of the microorganism Tsukamurella paurometabola, C-924 was
established. A clean technology was developed to minimize the agrochemical use, to diminish de
environmental damage in the fight against nematodes and to increase the economical benefits to the
agriculture.

Keywords: bionematicide, high density cultivation, Tsukamurella paurometabola.
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® Introduccidon

Los nematodos, parasitos de plantas, estan entre
los organismos patdgenos que mayor repercusion
tienenenel rendimiento de los cultivos. Ademas de su
accion directa, la interaccion que establecen con
otros agentes perjudiciales conlleva a bajos
rendimientos/11/.

El principal método de lucha contralos nematodos
en la agricultura moderna es el uso de nematicidas
quimicos, pero en el mundo, y especificamente en
Cuba, se hacen esfuerzos para su sustitucion, debido
alaaltatoxicidad al hombre y animalesy por los dafios
gue ocasionan al medio ambiente /16/.

En el Centro de Ingenieria Genética y
Biotecnologia de Camagtey se aislo e identificé la
bacteria Tsukamurella paurometabola, C-924,
agente bioldgico activo del bionematicida
HeberNem®, efectiva en el control de nematodos,
especificamente en las casas de cultivos protegidos
/12-14/. Hernandez /10/ desarrollé un proceso
fermentativo empleando fuentes de carbono complejas
para la produccion del bionematicida, pero los bajos
rendimientos obtenidos y los elevados costos de las
materias primas hacen que este proceso productivo
no sea econdmicamente eficiente, lo cual
imposibilitabalaintroduccion masivadel HeberNem®
en nuestra agriculturay en el mercado internacional.

En las producciones biotecnoldgicas con
microorganismos Vvivos, la etapa de fermentacion
constituye hasta el 80 % del costo de produccion /15/
.Paradisminuir los costos de la etapa de fermentacion
se requiere realizar un estudio detallado de los
requerimientos nutricionales del microorganismo, asi
como de las condiciones de cultivo /17/. Intentos
previos de sustituir las fuentes de aminoécidos en el
crecimiento de Tsukamurella paurometabola,
C-924 por azucares, dieron por resultado un
crecimiento pobre e inaceptable.

Se puede emplear el crecimiento diduxico del
microorganismo para obtener unacantidad de biomasa
inicial utilizando a los amino&cidos como fuente de
carbonoy posteriormente emplear azucares, sustrato
mas barato, para incrementar la biomasa aunque a
unavelocidad inferior.

Asimismo, laobtencidn de cultivos de altadensidad
celular, donde se obtengan més de 50 g L* de
biomasaseca, favorece el aumento de la productividad
del procesoy, por consiguiente, ladisminucion de los
costos de produccion /4, 5, 17/. El desafio de los
cultivos de alta densidad es grande e implica luchar
contrael problemade labajasolubilidad del oxigeno,
aspecto que se hace mas limitante en la medida de
que se deseen mayores densidades celulares. Con la
adecuada modelacion del consumoy latransferencia
de oxigeno se reportan elevados rendimientos parael
cultivo de diferentes microorganismos /18/.

El objetivo del presente trabajo es disefiar de
forma Optima, a partir del escalado por modelacién
matematica, unatecnologia de fermentacion aescala
industrial del nematicida bioldgico HeberNem®,
basada en el uso de extracto de levaduray un sustrato
mas barato como fuentes de carbono, para que su
produccion sea técnica y econdmicamente factible.

® Materiales y métodos

Microorganismo. Se empled el microorganismo
Tsukamurella paurometabola, cepa C-924, aislado
del suelo.

Condiciones de cultivo. Se empled el medio de
cultivo SD, que tiene como fuentes de carbono
extracto de levadura y sacarosa /19/. El cultivo se
realiz6 en fermentadores de tres litros (B.E.
Marubishi). La temperatura de cultivo fue de 36 °C,
y el pH se control6 a 6,6, pardmetros obtenidos
anteriormente /7/.

Técnicas analiticas. La concentracion celular
se determind por peso seco en balanza de peso seco
Sartorius MD30A. La concentracion de oxigeno se
determind con laayudade un sensor polarogréfico de
oxigeno disuelto (Ingold). La concentracion de
sacarosa se determind por el método Fenol Sulfurico
/1/ylosaminoacidos del extracto de levadurapresente
en el medio de cultivo, por método colorimétrico
empleando el reactivo de ninhidrina /2/.

Modelacion matematica.  Para describir el
crecimiento del microorganismoen el mediode cultivo
mixto (aminoacidosy sacarosa) seempled un modelo
matematico que refleja un crecimiento diduxico,
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descrito por Lee y colaboradores /3/. Se incluyo la
ecuacion de balance de oxigeno disuelto en el medio
de cultivo, empleando laecuacion de transferenciade

Balance de formacion de células

dX
X=—=u-X
a”
Co
= + of - — -
p=(u, yS)[KoJrCoJ’ Ha = Fo G

Balance de consumo de sustratos

rA_dCA :_yA~X

oxigeno para los reactores utilizados obtenida
previamente/6/. Lasecuaciones del modelo propuesto
se muestran a continuacion:

CA CS

Aminodcidos: A= —m, - X
1noacidos dt YX/A A
dCy Hs - X

S . rS = = — -m. - X

acarosa dt YX/S S
Balance de oxigeno disuelto

dC . rX rX
ro0=—2=VT0-VCO=K a-(C'o-Cy) 2 ——-my -X-m, -X
X/O, X /O

Para la obtencion de los parametros del modelo
matematico se realizaron tres fermentaciones en
biorreactor de tres litros, con unaagitacion de 12,5
st aireacion 75mL s (1,5vvm)y presion absoluta
100 kPa. Los datos experimentales se ajustaron al
modelo propuesto usando el programa Model Maker
Version 4.0 (Cherwell Scientific Ltd.) que usa el
método Marquart para el ajuste por optimizacion
numéricade los parametrosy lasolucion del sistema
de ecuaciones diferenciales se resuelve empleando
el método Runge-Kuttade cuarto orden. El modelo
mateméatico se validé en condiciones de
fermentacion diferentes a las empleadas en la
obtencidnde los pardmetros del modelo. Se realiz
en biorreactor de 200 L, a una presion de 150 kPa,
velocidad de agitacion de 10,3 s y con una
concentracion inicial de in6culo de 2,4 g L.

Paraevaluar la capacidad del modelo matemaético
de predecir los datos experimentales se
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correlacionaron los valores experimentales con los
predichos por el modelo.

Optimizacion. La optimizacion del proceso se
realiz6 por simulacién matemética empleando el
software Matlab 7.0.1. En el Centro de Ingenieria
Genética y Biotecnologia de Camagliey se estad
ejecutando una inversion de una planta de 1 m® de
fermentacion, por tal motivo laoptimizacion se realizo
adichaescala. EI modelo matemético se vinculé aun
modelo técnico econémico que incluye una etapa de
cosecha en centrifuga de discos y un secado por
atomizacion descrito por Hernandez /8/.

Como funcidn objetivo se empled el costo unitario
de produccion. Este criterio esté en relacion directa
con la eficiencia técnico-econémica del proceso y
revela los aspectos contradictorios de las variables a
optimizar que dan lugaralaexistenciade unasolucion
de compromiso. Se seleccionaron como variables del
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sistemalavelocidad de agitaciony larelacion extracto
de levadura/sacarosa en el medio de cultivo. La
velocidad de agitacion tiene una influencia marcada
en la transferencia de oxigeno, posibilitando la
obtencién de elevadas concentraciones celulares en
el biorreactor y por consiguiente aumentando la
productividad del sistema.

El caracter diduxico del crecimiento del
microorganismo Tsukamurella paurometabola,
C924, empleando aminoéacidos y sacarosa como
fuentes de carbono, tiene una peculiaridad. Si el
crecimiento del microorganismo se realiza
fundamentalmente en aminodcidos, el tiempo de
fermentacion es pequefio, pero si se realiza
fundamentalmente en sacarosa, el tiempo es grande.

Por otra parte, el costo de adquisicion del extracto
de levadura es mas de 35 veces el de la sacarosa, por

250
00
150
L

an

X Oy, Cyipll

o

B R T I T

tih

0 10 m k] 40 30 L] i

lo que debe existir una relacion 6ptima de los dos
sustratos que conlleve a un minimo costo. Para la
optimizacionseemple6 lafuncion LSQNONLIN del
Matlab, que se caracteriza porque puede dar soluciones
locales de la funcion objetivo, empleando primero el
método interior reflexivo de Newton o pueden
emplearse opciones con la funcion OPTIMSET y
aplicar el método de Levenberg-Marquart o el de
Gauss-Newton

® Resultados y discusion

Obtencion de los parametros del modelo

Enlafiguralse muestralacinéticade crecimiento
celulary consumo de sustratos ajustados al modelo de
crecimiento diduxico. EI modelo se ajust6 a los datos
experimentales con un coeficiente de regresion de
R*=0,99.

0.008
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Fig. 1 Variacionenel tiempo de las concentraciones de biomasaseca, de lasacarosay losaminoacidos (a)
ydelaconcentracion de oxigeno disuelto (b) enel biorreactorde 3 L.

Las determinaciones experimentales de las
concentraciones se representan con los simbolos,
(#) - aminodcidos, (m) — sacarosa, (A - biomasa
secay (#) —oxigeno disuelto. Los valores obtenidos
por el modelo se representan con las lineas: ««««

- concentracion de aminOACidOS, « mm = mm=
-concentracion de sacarosa, -concentracion

de biomasa SeCa, Y = = == - CONcCeNtracion de
oxigeno disuelto (en cada punto n= 3).

Se puede apreciar una correlacién de los datos
experimentales con los predichos por el modelo.
Los pardmetros del modelo matematico se muestran
en la tabla 1.
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TABLA2.PARAMETROS DE AJUSTE DELMODELO DE CRECIMIENTO
DIAUXICO DE Tsukamurella paurometabola, C-924 EN AMINOACIDOS Y SACAROSA

ENBIORREACTORDE3L

Parametro Valor Parametro Valor

Ha - [h!] 0,371 = 0,004 m,. [ggth?]  0.0035=0,0007
K, . [gL] 27,02 =036 my, [gglh!l]  0.0056=0.0014
Hs . h!] 0.267 = 0,003 Yy -2 a-1] 40=03

K. [g1] 2139896 Yy - [22] 1904

;. [s1] 6.13 =039 mg . [ggtht] 1 1019 = 0.7 10°H
Yyu.lgg’l 1092011 4y [gglh!] 0.0001£0.00005
Yym.l8 o] 0.62=0.04 K,.[g1] 110707108

De los valores cinéticos se puede apreciar
que la velocidad méxima de crecimiento del
microorganismo en aminoacidos es 2,1 veces
mayor que la de crecimiento en sacarosa. Este
hecho posibilitaemplear el crecimiento didxico
para optimizar el proceso productivo, ya que
existe una relacion extracto de levadural/
sacarosa que posibilita minimizar los costos de
produccion.

Por otra parte, se observa que el coeficiente
de conversidn de oxigeno en biomasa durante la
etapa de crecimiento en aminoécidos es 2,1
veces mayor que el de la etapa de sacarosa.
Este fendmeno hace que la demanda de oxigeno
en las dos etapas sea diferente, pudiéndose

observar la limitacion por oxigeno desde la etapa
de crecimiento en aminoacidos, pararelaciones
extracto de levadura/sacarosa elevadas.

Validacién del modelo matemaidtico

Enlafigura2se muestralacorrelacion de los
datos experimentales obtenidos a escala de 200
L de fermentacidon con los predichos por el
modelo. Se puede apreciar que todas las
variables son predichas con mas de un 90 % de
reproducibilidad.

Este resultado posibilita emplear el modelo
matematico para la simulacion de procesos en
condiciones diferentes a las utilizadas para la
obtencidn de los pardmetros del modelo.
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Fig.2 Correlaciondelosvaloresde las variables dependientes medidas experimentalmente aescalade
200 L (abscisas) versuslos valores predichos por el modelo (ordenadas). a- Aminodacidos; b- Sacarosa;
c-Biomasaseca; d- Oxigenodisuelto.

Los puntos representan los pares de datos
(experimental; modelo) y la linea solida la regresion
lineal de la forma y=m-X. En cada grafico se
muestran los coeficientes de correlacion de laregresion
lineal y la ecuacion obtenida.

Optimizacion

Se realizé una exploracion de la influencia de
lasvariables seleccionadasagitacion( ) yrelacion
extracto de levadura / sacarosa (X ,s) en la
funcién objetivo costo de produccion unitario
(CR,). Laevaluacion se realizé para un intervalo
de agitacién de 5a 13,3 s, ya que en el mismo se
obtiene una correlacion satisfactoria para la
determinacidn del coeficiente de transferencia de
oxigeno.

La relacion minima extracto de levadura/
sacarosa para lograr el consumo maximo de la
sacarosaesde 0,15 gramos de extracto de levadura

por cada gramo de sacarosa, y es este el minimo
valor evaluado.

El maximo valor evaluado fue 0,57 gramos de
extracto de levadura por cada gramo de sacarosa.
Con esta relacion se garantiza que la Gltima
generacién de células que se obtiene crece en
sacarosa.

Hernandez y col. /8, 9/ demostraron que la
sacarosa es un protector de membrana efectivo
para la conservacién de las células de
Tsukamurella paurometabola, C-924 en
condiciones de desecacion, por lo que, si se
garantiza que la ultima generacion de células
crezca en sacarosa, se puede facilitar la
estabilidad del producto después de secado.

En la figura 3 se muestra la exploracidn
grafica de la funcion objetivo en el intervalo
estudiado.
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Fig.3 Influenciadelarelaciénextractodelevadura/sacarosa( X ¢, ;s )y velocidad deagitacién (N )

enelcostode produccién unitario (CP, ). a-grafico 3D, b-gréficode contorno.

Se puede apreciar que existe unaregion de minimo
para el costo de produccion unitario para los valores
H -1 _
aproximados de X ,s=0,499" y N =7s*. El
valor de minimo costo aproximado es de 8,2$ U?, lo
que hace atractiva la solucion preliminar obtenida.

Se ejecutd la optimizacion numérica en
Matlab, que termind satisfactoriamente, y
coincidiéo con los resultados obtenidos
graficamente. En latabla 2 se muestralasolucion
obtenida.

TABLA 2. VALORES DE LAS VARIABLES DE OPERACION
ENELPUNTO OPTIMO OBTENIDO

Variable Valor
Relacion Extracto de 04gg!
levadura/Sacarosa

Agitacion 75l
Costo unitario 81750

Se puede apreciar que lasolucién esta cercana
a laregion de minimo costo de la superficie de
la figura 3.

Para la condicion de minimo costo obtenida,
la ganancia neta anual fue 1,11 millones de
pesos aproximadamente, y la productividad 18,35
Um-3h-1. Con esta productividad se obtienen
aproximadamente 100 000 unidades de producto
al afio, para cubrir més de 3 000 ha de cultivo.
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Este resultado posibilita cumplir con lademanda
propuesta para el proyecto.

Se realizé un analisis de sensibilidad, para
ello se modificé una variable en el rango de
-30 % a +30 % y se mantuvo la otra fija en su
nivel 6ptimo. Al valor correspondiente al 6ptimo
se le asigno6 una desviacion de cero por ciento.
En la figura 4 se muestra el grafico de
sensibilidad obtenido.
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Yariacion

Fig. 4 Sensibilidad de lafuncionobjetivoalrededor
del 6ptimoparacadavariable. s.relacionextracto
delevadura/sacarosa, =.agitacion.

Sepuede apreciar que lasolucidn es poco sensible
en la region cercana al 6ptimo. Variaciones de hasta
un 15 % en cualquiera de las dos direcciones para las
dos variables no provoca grandes variaciones en el
costo unitario de produccion.

Para variaciones superiores a un 15 % hacia la
derecha del punto 6ptimo para larelacion extracto de
levadura/sacarosa se observa un incremento brusco
del costo de produccion, provocado por el incremento
del costo del medio de cultivo y la caida en la
productividad, como producto de la limitacion de
oxigeno.

Paralavariable velocidad de agitacion se observa
que paravalores inferioresaun 15 % del punto 6ptimo
ocurre un incremento del costo de produccion debido
aladisminuciénde latransferenciade oxigeno, lo cual
provoca una caida en los rendimientos.

Evaluacion econémica de los resultados

Laefectividad economicadel proceso se determind
a partir de los indicadores dinamicos: el valor actual
neto (VAN), la tasa interna de retorno (TIR) vy el
periodo de recuperacion de la inversion (PRI), los
cuales se calcularon para 10 afios de explotacion de
laplanta. Setuvoencuentaunainversioninicialde 1,5
millones de pesos y una tasa de interés de 12 %. Se
consider6 que en el primer afio de explotacién de la

planta solo se comercializara el 50 % de la capacidad
y en el segundo afio el 75 %, debido a que es un
producto nuevo en el mercado, la demanda debe
incrementarse paulatinamente. El precio de venta
empleado fue 19,35 $/U, el cual equivale al 50 %
del precio de venta de los productos quimicos,
posibilitindole una mayor competitividad al
producto.

Para las condiciones Optimas establecidas se
obtiene un periodo de recuperacion de lainversion de
2,43 afios, valor muy favorable, ya que minimiza los
riesgos de inversion. Para el horizonte de 10 afios de
explotacion de la planta se obtiene un VAN de 3,61
millones de pesos y una TIR de 56 %. Estos valores
sonadecuadosy reflejan laposicion del producto con
respecto al mercado.

Desde el 2006, que se estd fabricando el
bionematicida HeberNem® con la tecnologia
propuesta en el presente trabajo, se han producido
méas de 10 000 unidades de producto, lo cual ha
posibilitado cubrirméasde 300 hade cultivos protegidos.
En la actualidad, el producto HeberNem® se aplica
en todas las provincias del pais.

Desde el afio 2006 hasta julio del 2010 se calcula
que ha habido una sustitucion de importaciones
(productos quimicos) aproximada de 515 000 CUC,
como ahorro total para el pais, debido al empleo de
HeberNem® en la agricultura.

Entotal, este producto hasustituido hasta julio del
2010, aproximadamente, 252 toneladas de quimicos
toxicos (bromuro de metilo y/o sus equivalentes como
Agrocelhoney Basamid), lo cual esun indicador muy
favorable en la proteccion del medio ambiente.

Conclusiones

Los parametros cinéticos validados para el
modelo obtenido permiten realizar estudios de
simulacion para diferentes escalas y condiciones
de operacion.

El uso del crecimiento didauxico y de la
influencia de la transferencia de oxigeno posibilito
establecer un cultivo de alta densidad con una
elevada productividad y bajos costos de
produccion.
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El modelo técnico-econémico desarrollado
para el proceso tecnol6gico permitié determinar
los valores de las variables de operacion que
hacen minimo el costo de produccion unitario
con indicadores econdmicos favorables para el
proceso.

La evaluacion técnico-econdmica de la
tecnologia propuesta, indica una toma de decision
favorable en cuanto a la inversion que se realiza

en el CIGB para la produccion del HeberNem®,
con un VAN de $ 3610 000y una TIR de 56 % en
un horizonte de diez afios y con un tiempo de
recuperacion de la inversion de 2,43 afos.

El flujo tecnoldgico establecido permite obtener
una cantidad del bionematicida HeberNem®
capaz de satisfacer la demanda nacional y
comenzar la introduccion del producto en el
mercado internacional.

Nomenclatura
Simbold Significado Unidades
K,a | Coeficiente volumetrico de transferencia de oxigeno 5
H WVelocidad especifica de crecimiento celular h*
X Concentracion celular gL+
rX | Velocidad deincremento dela masa celular por unidad devolumen |[gL-*h
£, Constante del modelo cinético para sacarosa gL+
K, Constante de inhibicion del modelo cinético gL+
Hy Velocidad especifica de crecimiento maximo en aminoacidos h
He Velocidad especifica de crecimiento maximo en sacarosa h
(‘_‘,’; Concentracion de oxigeno disuelto en condiciones de saturacion mol L-*
Z, Concentracion de oxigeno disuelto en el medio de cultivo mol L
¥Y4+o | Coeficiente derendimiento biomasa oxigeno en aminoacidos ggt
Yo | Coeficiente derendimiento biomasa oxigeno en sacarosa ggt
Yy;e | Coeficiente derendimiento biomasa sacarosa gg
Yy,4 | Coeficiente derendimiento biomasa aminoacidos ggt
Ky | Relacion extracto de levadura / sacarosa en el medio de cultivo gz
, Constante del modelo cinético para el oxigeno gL+
2, Constante de mantenimiento celular en aminoacidos h
Ry Constante de mantenimiento celular en sacarosa h*
g Constante de mantenimiento celular de oxigeno en aminoacidos h
g Constante de mantenimiento celular de oxigeno en sacarosa h
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(continuacion Nomenclatura)

Y Velocidad de consumo de sacarosa g L'h
7 Velocidad de consumo de aminoacidos gL"h
FTC | Velocidad detransferencia de oxigeno gL"h
Ky Constante del modelo cinético para aminodcidos gL~
' Concentracion de sacarosa gL~
oy Concentracion de amino acidos gL
FAN | Valor actual neto 5
TIR | Tasa intema deretomo %
C'F, | Costode produccion unitario 50U
P Velocidad de variacion de la concentracion de oxigeno g L'h
FOO | Velocidad de consumo de oxigeno gL*h
PEI | Periodo derecuperacion dela inversion Afio
iy | Velocidad especifica de crecimiento en aminoacidos h
fy | Velocidad especifica de crecimiento en sacarosa h-t
N Velocidad de agitacion del impelente 57!
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