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Sistema bioecondmico

PRODUCCION DE BIOMASA

: Fertilizantes Equi
Entradas  Tierra/Suelo Agua Semillas . PP LEIE
plaguicidas energia
Sectores Agricult Silvicul Pesca y Microbiologi Gestion de
Gltidtle IRl Acuicultura FREIRIRER residuos

' L

¢m Usos Biotecnologia

\4 4

Alimentacion

. 4 2

TRANSFORMACION

Tecnologias Ingenieria de
Bioenergia quimicas Procesos

4 4 4

PRODUCCION, DISTRIBUCION Y COMERCIALIZACION

Forraje Bioproductos Biocombustibles

Adaptado: Guo Mingxin, Song Weiping.. The growing U.S. bioeconomy: Drivers,
development and constraints. New BIOTECHNOLOGY, 2019;.49: 48-57



Clasificacion de bioproductos en la bioeconomia actual

Categoria Materias primas Ejemplos Aplicaciones
Biomasa lignocelulosica Bioplasticos Acido polilactico Botellas de acua. eliminacion
Biopolimeros Cultivos alimentos Bioespumas Polihidroxialcanoato ) gua,
! . i articulos para el hogar
oleaginosas y algas Biocompuestos Espuma a base de almiddn
A base de:

Biomasa lignocelulésica, Furfural

Bioquimicos cultivos de alimentos azucar Acido succinico Quimicos industriales y
9 y biogas < . . productos de alto valor
| , ) Acido acrilico
algas Gas de sintesis
Plantas medicinales
Productos Plantas Antibidticos Ginseng, penicilina, Anticancerigenos,
. , . Microorganismos Hormonas progesterona, antibacterianos, otros
biofarmaceuticos Biomasa genera| Anticuerpos insulina recombinante propdsitos médicos
Proteinas recombinantes
Almidon Adhesivos naturales
Proteina Adhes?vos bioldgicos Encuadernacion de papel,
Bioadhesivos Lienina Adhesivos Pasta de almiddn cinta médica,
8 biocompatibles pegamento de caseina madera reconstituida
Celulosa Adhesivos biomiméticos paneles
Caucho natural Adhesivos bioinspirados

Adaptado: Guo Mingxin, Song Weiping.. The growing U.S. bioeconomy: Drivers, development and constraints. New BIOTECHNOLOGY, 2019;.49: 48-57 i e
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Uso de biomasa para la produccion de compuestos bioactivos

Caracterizacion quimica y actividad bioldgica de extractos de Gliricidia sepium

Leguminosae Papilionoideac Gliricidia sepium gacq) stana.

Madera &%l \“'i ,..f‘;"ﬂ : EI @-:» J 1;

Cercas vivas
Fertilizante " @
/

Veneno (ratas) (5 )
. Fuente: CATIE/COHDEFOR (sinfecha), El Madreado (Gliricidia seoum). Uso y manejo en cercas vivas.
Medicinal :
Cuervo-Jimenez, et al. Caracteristicas forrajeras de la especie Gliricidia sepium (Jacq.) Stend,

Mejorador (Suelo_s)/ FABACEAE, 2013; 17 (1: 33-45.

ml'}".’.""*

v

LSRR

A;: Santa Marta, Magdalena
(0 m.s.n.m)

A,: Minca, Magdalena

(800 m.s.n.m)

Aj;: Amaga, Antioquia
(1500 m.s.n.m)

Fuente:_http://elsemillero.net/nuevo/semillas/matarr
aton.html

UNIVERSIDAD

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion Franco- Leyva Anamaria de los Angeles. (2018) Caracterizaciéon quimica y EAFIT
evaluacion de la actividad bioldgica de extractos de Gliricidia sepium con -
variacidon altitudinal (Tesis de maestria)



Metodologia

/ Pretratamiento x

EtOH 96%
Solventes EtOH 48%
Agua
Hojas secas y Tamafio aprox.
trituradas <600um Nt
- K 72 Horas; 20x2°C Fuente:Autor/
Al: 0 m.s.n.m
Altitud _J A2:800 m.s.n.m
A3: 1500 m.s.n.m
g - % CUANTIFICACION DE METABOLITOS

v Terpenos A 450 nm

v Fenoles A 725 nm

W0 sl e ¥ Flavonoides A 415 nm

Fuente: Autor

UNIVERSIDAD
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Resultados Cuantificacion de metabolitos obtenidos mediante
extraccion convencional con solventes

700

11.4 veces mayor cantidad Terpenos

600
3.1 veces mayor flavonoides

500
24.3 \veces mayor Terpenos

ayor Flavonoides

éoo
o
200 \ 4
ba
100 ba bb bab ba ab aa aab
bb = I cb ba ca
ca f b cb ca . bb cb =
0 1
2ET-A1 2ET-A2 2ET-A3 48%-A1 48%-A2 48%-A3 AQ-A1 AQ-A2 AQ-A3
Extractos M Terpenos M Fenoles Flavonoides

Para cada una de las variables de respuesta disefio factorial 3x3, nivel de confianza 95%, n=3.
Valores de concentracion [ppm] = desviacion estandar.
Solvente m°r2d°: Jetras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba LSD.
Altitud,, ,.: letras diferentes indican diferencias significativas de acuerdo a la prueba LSD. i e
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Metodologia
Actividad biologica

/ Actividad antimicrobiana Bacterias, levadurasyhongos

[ Dilucion en J [ Crecimiento en J

. [ Platos duales J
agar microplatos

Halo de inhibicion
extracto-M.O

Halo de inhibicidn [1M.O 5x10° I
extracto-M.O 72 a 96 horas aprox.

Inhibicion de crecimiento

[1250; 500; 1000 ppm de extractos.

Actividad antioxidante

K @@ (Oxygen Radical Absorbance Capacity) /

UNIVERSIDAD
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Resultados Actividad inhibitoria de los extractos de G. sepium en

microorganismos
. Difusién : Crecimientoen : Platos
Microorganismo : : :
en agar : microplato : duales
............ Bacillus pumilus EA-CBO177 | & - s i.na
....... Aureobasidium pullulans TMOOS @ n/a  : n/a i
o BociluscereusEALOAT 0oL
......... Bacillus megateruim EA-CBO784 - - LAl
... Bacillus subtiis EA-CBOS7S | - G S LY.
....... Colletotrichum acutatum EAP-0012 -~ m/a = n/a o
................. Cryptococcus TMO17 i . n/a i o .MA
.................. ES"’er'Ch’“COI’Sp“/a
. Fusarium oxysporum f. sp. Cubenserazad : nfa i n/a i U
: ............... Phialemonium CB023 i nja nfa i
............. Phialemonium TM0OO04 - nfa i n/a i U
evvvvrn....... PhomopsisFRO08 nfa i n/a U
............. Pse"d"’""""l’"“d"UA““/a
........ Ralstonia solanacearum EAPO9 . i LSRR n/a .
. SerratiaMarcescenssp. © ++ ...... n/a .
Staphylococcus aureus sp. : + : + : -

+++: Mayor Inhibicidn; +: Inhibicién; (-): No inhibicién; n/a: No aplica GRTERSIDAD
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Resultados Porcentaje de inhibicion para R. solanacearum EAPQO9 en

100

80

60

% Inhibicion

20

presencia de extractos etandlicos de G. sepium

48 horas igual al C(+)

£ 3
3 £ 3
(o}
o
(@)}
o ™~
(e)}
A % W 48 horas
o ©
o) ~ 1
* ~ 1) ~
N\ N~
* ~
k 3
[Np]
N\
<
[¥p}
o0
o
o
) *

34,73

o @ e a o) I o @ e @ @ e
e O U L N e e AR X L e L WU U
Extractos

C(+): Control positivo (50ppm Cloranfenicol).
C1 (1000ppm), C2: (500ppm), C3: (250 ppm).
etOH: controles con etanol a iguales concentraciones que en el extracto.

>l<Diferencias significativas respecto al control negativo C(+) Prueba de Dunnett nivel de confianza 95%, n=3.



Resultados Actividad antioxidante (ORAC) de los extractos de
G. sepium

B ORAC

1488

2ET-Al 2ZET-AZ2 2ET-A3 48%-Al 48%-A2 48%-A3 AQ-Al AQ-A2 AQ-A3

Actividad antioxidante [uM TE/g]

Extractos G. sepium

UNIVERSIDAD
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Conclusiones
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Prospeccion para la produccion de enzimas

& AMILASAS

o\

\Y -

CELULASAS o

»

Carmona-Saldarriaga Laura (2019). Proyeccion de Humphreya coffeata en la
produccién de enzimas de interés industrial (Tesis de maestria)

UNIVERSIDAD
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Estrategia experimental

PROTEINA/
BIOMAS & .
é,ﬁe AZUCAR
Lowry, DNS

v

v

ENZIMA

AMILASA SOBRENADANT DNS
-

"| AImide
GIV PROTEINAS

AZUCAR
37°C /150 rpm BIOMASA
PDA Pre indculg — éié Lowry, DNS e
o PECTINASA ENZIMA
37°C /6 d 37°C/ 150 N S;ﬂzﬁzam —fsosmemomre o B | Eenpo
rom /72 h
37°C /150 rpm
_.F'RQTEINN
AZUCAR ™ EX0O
BIOMASA DNS
CELULASA — éi? Lowry, DNS
CMC @B > ENZIMA — | DNS ENDO
3?00 J’- 150 rpm —PSOBRENAD:NTE— . KIT BETA

UNIVERSIDAD
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Resultados Pectinasa

30°Cy 150 rpm

= a Medio enriquecido
78 3 7,4 con pectina

(@] .
§ 7 . m Bafleado m Convencional

- b
xR —
=E°% 536
S 5,00

o *6'5 b
T X
3 o4 3,53

S ©
s O
< 23

~ O
S <,
=2 1 21 1,21

©

g 1

5 '
o O

Biomasa Actividad Exo Actividad Endo Biomasa Actividad Exo Actividad Endo
8 Dia de cultivo
i) | ) | R
Bafles 0.45 7.38 0.89
Convencional 0.41 4.57 0.91

UNIVERSIDAD
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Resultados Amilasa

30°Cy 150 rpm
Medio enriquecido

— 6 W Bafleado W convencional con almidén soluble
c 5,23
35
= 4,23
2 4 3,75 3,97
©
>
B 3
<
= 2
S~
20
1
©
A 0,27 0,22 0,095 0,095
€0 [
(@)
[ Biomasa Actividad Biomasa Actividad
8 12

Dias de cultivo

Geomerrs | ) | ) | R

Bafles 0.33 5.23 0.84
Convencional 0.25 3.98 0.83

UNIVERSIDAD
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Resultados

O

D

on

o 2,5
X

(O]

o) 2
2

() 1,5
S =

©

S5 !
<05
= 0
0

a -0,5
=

O -1
o

Celulasa

m Bafleado m Convencional

30°Cy 150 rpm
Medio enriquecido
con CMC
0 71 o 74
0,06 ﬂ 0, 01 0,00 0,00 0,01 0,00 0,00 001 0,00

Biomasa Actividad Exo Actividad Biomasa Actividad Exo Actividad Beta
Endo Endo

8 ) . 12
Dias de cultivo

T

Bafles 0.08 2.30 0.87
Convencional 0.13 2.26 0.78

UNIVERSIDAD
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Efecto del pH y la temperatura
extracto pectinolitico

PECTINASA

en la actividad enzimatica del

EXO

A 4

DNS

| > |SOBRENADANTE
Glucosa/ e
pectina

37°C/ 150 rpm

\ 4

ENDO

A 4
=

REACCION
ENZIMATICA

6 niveles de pHy
temperatura (20
minutos)

Diseno de experimentos para determinar condiciones favorables de pH y temperatura

Factores—> pH y temperatura

Variable de respuesta =2 Actividad enzimatica

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion
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Resultados

Actividad (U/mL)

Efecto del pH y la temperatura en la actividad enzimatica

1,400 14,000

1,200 12,000

C
1,000 O 10,000
o
0,800 3 8,000
o
0,600 6,000
©
0,400 -‘.5 4,000
0,200 =
0,000 <
& 0,000
-0.200 4 4.5 5 5,5 6 6,5 7
, il 4,5 5 5,5 6 6,5 7
pH -2,000
-0,400 pH
-0,600 . o R o o
——25°C 35°C —4—45°C —8—-55°C 65°C —e—25 °C 35°C —4—45°C —a—-55°C 65 °C

Actividad exo pectinolitica (A.) y Actividad endo pectinolitica (B.) usando dcido poligalacturonico 1 % p/V como sustrato a partir de Humphreya
Coffeata a diferentes pH y diferentes temperaturas 25 °C (circulo relleno), 352C (rombo relleno), 45°C (triangulo relleno), 559C (cuadrado relleno),
659C (asterisco)

UNIVERSIDAD

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacién gﬂ_m



Efecto de la fuente de carbono sobre el crecimiento celular y produccion de
pectinasas

F"RQTEINAS
AZUCAR
BIOMASA | | | s
— DNS | EX0
ENZIMA |
PECTINASAI-SOERENADANTE : L | l_] ENDO
’ Céasca e
naranj ,|PROTEINAS
AZUCAR
BIOMASA
PDA PRE 37°C/150rpm > Lowry, DNS
=) | "INOCULO | — DNS| =*°
PECTINASA — ENZIMA
- % SOBRENADANTE —+ M ENDO
37°C /6 d 37°C /150 Glucos
rpm /72 h pectin
37°C /150 rpm
Inspira Crea Transforma | Vigilada Mineducacién E AT

EAFIT
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Resultados

Cascaras de naranja como fuente de carbono para
produccion de pectinasas

M Naranja M Glucosa/pectina >,21

4,05

=

Biomasa (g/L), Actividad endo (% reduccién),
Actividad exo (U/ml)

3,23
3
5 1,80
1,10
. = .
: [

Biomasa Actividad Exo Actividad Endo

Temperatura: 30 °C
Velocidad de agitacién: 150 rpm
Tiempo de cultivo: 8 dias

UNIVERSIDAD
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Conclusiones ©

Humphreya coffeata posee potencial para producir enzimas hidroliticas:
pectinasas

Los extractos pectinoliticos producidos son de tipo acido, lo cual permite que
sean implementadas en procesos industriales de clarificacion de jugos,
encontrando una temperatura favorable de reaccion de 55 °Cy un pH de 5,5.

La cascara de naranja puede ser considerado un buen inductor para la
produccion de enzimas pectinoliticas.




Produccion de proteinas recombinantes

S. lividans ha sido reportado como un buen productor de proteinas recombinantes,

con la capacidad de O-manosilar esta proteinas.
Lara et al., Appl. Environ. Micobial, 2004, 70(2):679-685; Espitia et al., Mol. BioSyst, 2010, 6:775-781; 3. Vallin et al., Tuberculosis, 2006, 86(4):198-202

o
Unbranched free filament 4 pm < penmeters 600

Humber of tips =12

40 pm < perimeters 600
Branched res fiament pam < permeter £ 600 pm

HNumber of tips > 2

Clurnp e 600 pum < perimeter < 12000 pm
(Entangled filament) gL

100 pm < convex penmeter £ 950 pm

* 930 pm < convex perimeter < 7,200 pm

Figure 1: Morphological classes of Streptomyees olindensis grown in submerged cultures
and the main characteristics of each class (Pamboukian et al., 2002).

Marin Palacio. Biochem Eng J. 2014;90:224-33 . . . .
Pamboukian, Brazilian J Microbiology, 2002, 33:17-21

UNIVERSIDAD
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art et al Cenl fes 2011, 10:110
& 5 . 5 MICROBIAL CELL
e EEEEEEER FACTORIES
RESEARCH Open Access

The O-mannosylation and production of
recombinant APA (45/47 KDa) protein from
Mycobacterium tuberculosis in Streptomyces lividans
is affected by culture conditions in shake flasks

Ramsés A Gamboa-Suasnavart 'Z, Norma A Valdez-Cruz’, Laura E Cordova-Davalos”, José A Martinez-Sotelo 2,
—_———— — — — — — — — — — — — — — — — — — Luiis Servin-Gonza&lez”, Clara Espitia® and Mauricio A Trujillo-Roldan 27

Morfologia O-Manosilacion
APA

Configuracion

A

@:1.57+£0.41 mm _ f ;
[

$:0.23+£0.06 mm |

-

|
|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

| .
| "
|
|

|

|

|

|

|

|

|

|

: B

e -
; ) i: | ,_WJl | E §

I

i

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

- “ [y |
) [ |
N |

|

|

|

|

|

|

|

|

|

|

N |
@:0.16 % 0.051 mm |
|

|

|
|Gamboa-Suasnavart et al. Microb Cell Fact, 2011, 10:110-120.
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Estrategia experimental

Streptomyces lividans 66 1326 Glicerol 20 %, -20 °C

(plasmido plJ6021MT-45)

\M:A,JALESTTSEJ uSDS PAGE Morfologia: Analisis de
] imagenes. Image J

UNIVERSIDAD

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion scesene




Resultados

Determinacion de |la potencia volumétrica en matraces agitados
0.7

0.6 1

0.5 4

0.4 1

03 1

0.2 4

Potencia volumétrica (kW/m3)

0.1 4

0.0 I 1 1
0 20 40 60 80

Tiempo de cultivo (h)

Evolucion de la P/V durante el cultivo de S.lividans produciendo r-APA de M. tuberculosis en
matraces convencionales (MC), bafleados (MB) y con resorte (MR) de 250 mL, con 50 mL de
volumen de llenado, agitados a 150 rpm y con didmetro de agitacion de 25 mm

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion
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R |t d Reproduccion de la potencia volumétrica de matraces en biorreactores de
esuitados 3 , . .
1L, para la produccion de la proteina recombinante en S. lividans.

Relacion entre el numero de potencia y el Reynolds.

) Ty % QIR N e R M .

\Q'mar - | Transition - Turbulent -
S 10 \ : : : : _
e [ NS I -

oSS

£3 : ’ s : : 3

a,

0.1

1 10 102 103 104 105 106

1.Turbina Rushton. 2. Paletas. 3. Propela marina (Doran, 1995).

Parametros de agitacion en biorreactores a las P/V de
matraces agitados

Asumiendo fl ujo turbulento Geometria P/V experimental 5 /p N del bioreactor (rpm) | N del bioreactor (rpm)
Operando con dos turbinas matraz (KW/m3) ’ usando P usando P,
Rushton Convencional 0.22 0.97 260 259
Resorte 0.44 0.96 340 336
Np: 5.5
: o g P P D. 4.38 D UNIVERSIDAD
Inspira Crea Transforma | Vigilada Mineducacion Np = — |Log.e 29 _ 1974 (2E « Re0-115 4 Frl.‘aﬁﬁ; . A E,A_'ir
pN=D; P ¢ ¢




Resultados

agitados.
6 10
s
5 R \{
4 v
~—~ 4 = ?/
= :
= 0 20 40 60 80 /.
[4v] Tiempo de cultivo (h) /
% 3
£
.2
mn 5 ‘ _§ s ey
1
0 3 T . i

0 20 40 60 80

Tiempo de cultivo (h)

Condiciones de

Parametros cinéticos

Cinética de crecimiento de de S lividans cultivado en biorreactores de 1L
a 30 °Cy TOD del 10%, agitados a 260 rpm (Linea continua,-O-). y 340
rom (Linea continua, -e-) y su comparaciéon con crecimiento de S
lividans 66 1326 cultivado en matraces convencionales (Linea
discontinua -O-) y matraces con resorte (Linea discontinua, -e-)

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion

agitacion
Velocidad de Velocidad
o PV . Xmax
agitacion especifica de
(kW/ms3) o (g/L)

(rpm) crecimiento (h-1)

260 0,22 0.09 + 0.01 5.1+ 0.05
340 0,44 0.12 + 0.01 5.2 +0.04
MC 0,22 0.08+0.01 2.1+1.2
MR 0,44 0.14+0.01 5.2+0.1

Cinética de crecimiento bacteriano de S. lividans en biorreactores

UNIVERSIDAD

EAFIT



Resultados Comportamiento morfologico de los cultivos de S. lividans en
biorreactores agitados

A R ﬂ <T , il LR ﬁ
. .
. 9 » N .
.~ ™ -
e o . -
. -
a o t. 4
B. . N . T - 1 — | Cinética de morfologia miceliar de S
"N = ’ o | : F g 3 i lividans crecidas en biorreactores
\ won » . - ‘ B, . .| agitados. A) 260 rpm; B) 340 rpm.
-Q. BRI 5 S .. ." * L -~ b
1000 pm E - - g
24 36 60 72
Tiempo de cultivo (h) 30
T
=
5 250 1
B
o)
2 200 1
Diametro promedio de pellets de S. lividas g
crecida en biorreactores agitados a 260 rpm £ 150 -
°
(O) y 340 rpm (o). g
@
5 100
s ) 2 e 0/.// : : . . . | 74 UNIVERSIDAD
IHS,Dlra Crea Transforma Vigilada Mineducacion 5 5 5 1 5 &0 e EE;,‘AFHLT

Tiempo de cultivo (h)



Resultados

Inspira Crea Transforma

|dentificacion de r-APA en biorreactores agitados reproduciendo la P/V

de matraces convencionales y con resorte

A, 260 260 340 340 wi o B 540260340340 Wt o+ C. 260260 340 340 wic+
130 e e 4 ]
S ' 130
72 w- o0 - 130 o5

95
72‘ -
‘ b
72 55
55

.onﬂ'
34 48 = - - - -

55 w.-

26

(A).SDS-PAGE de la proteina total secretada. Western blot de r-APA de S. lividans
usando (B) AntiAPA Mab6A3, (C) ConA-peroxidasa.

260 rpm — 27 %

340rpm —— 25%

Vigilada Mineducacion

UNIVERSIDAD
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Resultados
Analisis de MALDI-TOF para el péptido correspondiente al
extremo carboxilo terminal

260 rom 340 rpm

: 1A 5442.57 : g, 5440.19
£ 5M = 5M
1200 5279.13 -
1500 5275.62
10004
6M
5605.01
6M
800 5602.95
10004
3m om 3am
ecoi OM 4648.56
; : 113.92
a5 5117.74 = 5113.9
400 M ™ M
4954.63 5767.72 500 4950.92 ™
5764.79

200

-

4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800 = 4600 4800 5000 5200 5400 5600 5800 -

UNIVERSIDAD

Inspira Crea Transforma Vigilada Mineducacion EAFIT




Conclusiones

5 UNIVERSIDAD
Inspira Crea Transforma | Vigiada Mineducacion .. - —-"——¥———— ‘“——— EAFIT

P




Graclas

Inspira Crea Transforma

UNIVERSIDAD

Vigilada Mineducacion EAF IT




