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Plan de Gestion de Datos

INFORMACION SOBRE EL PROYECTO

1. — Datos del Proyecto

- Titulo del Proyecto (en castellano)

Desarrollo de bioprocesos para la valorizacion de subproductos
industriales mediante la generacion y la aplicacion de técnicas
quimiométricas y de modelado matematico de procesos

- Titulo del Proyecto (en inglés)

Development of bioprocesses for the valorization of industrial subproducts through the)
generation and application of chemometrical techniques and mathematical modelling of

processes

- Descripcion del Proyecto (en castellano) Resumen

En el presente proyecto se propone realizar mejoras globales en diferentes estrategias de
cultivo involucradas en la produccion de bioproductos de valor agregado a partir de desechos
industriales, como la produccién de lactasa por cepas fungicas, y de lipidos intracelulares por
parte de microorganismos oleaginosos. Para esto, se pretende emplear componentes de nulo
o bajo valor agregado en la definicion de la composicion de los medios de cultivo, desarrollar
metodologias de cuantificacibn de contenido lipidico que sean robustas, rapidas y
econdmicas, optimizar la composicién de los diferentes medios de cultivo que garanticen la
maximizacion de los rendimientos, recurriendo en algunos casos a variaciones en las
velocidades de alimentacion de determinados componentes de dichos medios, y a diferentes
alimentaciones. Para lograr esto, se recurrira a la aplicaciéon de diferentes herramientas
quimiométricas que ayudan al investigador a tomar decisiones, ademas de reducir costos y
tiempos, recursos que no siempre abundan.

El producto de esta investigacion permitira atender diferentes problemas que se suscitan en
la actualidad como son la disposicion de efluentes, la cuantificacién répida y sencilla del
contenido lipido de microorganismos plausibles de suplantar a los cultivos vegetales como
materia prima para la produccion de biodiesel, la produccion de proteinas recombinantes y de
enzimas, que se traducira en una posible contribucion a sectores industriales.

La metodologia de trabajo propuesta considera como primera etapa la busqueda y
actualizacién permanente de informacion bibliografica, consultando sistematicamente bases
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de datos de bibliografia cientifica y técnica. La evaluacion critica de la bibliografia y su
almacenamiento en una base de datos existente, favorece el conocimiento del tema y los

avances que se van produciendo.

- Descripcion del Proyecto (en inglés) Resumen

In the present project, it is proposed to make global improvements in different culturing
strategies involved in the production of value-added bioproducts from industrial wastes, like
the production of lactase by fungi strains, and intracellular lipids by oleaginous
microorganisms. To achieve this, it is pretended to use components of null or low added value
in the definition of culture media composition; develop methodologies of lipid content
quantification to be robust, fast and economic; optimize the composition of different culture
media that guarantee the maximization of yields, appealing in some cases to variations in
feeding speeds of determined media components, and at different feedings. To achieve this,
we will resort to the application of different chemometrical tools that help the investigator to
make decisions, reduce costs and times, resources that not always abound.

The product of this investigation will allow to attend different problems that occur nowadays
like effluents disposal, fast and simple quantification of lipid content in microorganisms
capable of replacing vegetable crops as raw material for the production of biodiesel and
enzymes that will be translated in a possible contribution to industrial sectors.

The proposed methodology considers as a first step the permanent search and update of the
bibliography, consulting systematically data bases of scientific and technical bibliography. The
critical evaluation of the bibliography and its storage in an existent data base favors the
knowledge of the subject and the advances that take place.

- Palabras Claves descriptivas del Proyecto (en castellano)

Bioprocesos Quimiometria Modelado matematico

- Palabras Claves descriptivas del Proyecto (en inglés)

Bioprocesses Chemometrics Mathematical modelling

2 — Datos del Director/ar del Proyecto

- Nombre y Apellido

Pablo César Giordano

- Unidad Académica

Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas

- Teléfono oficial de contacto

+54 342 4575215 extension 172

-Teléfono movil de contacto

+54 9 342-4455314

-E-mail del Director/a del Proyecto

pgiordano@fbcb.unl.edu.ar
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DATOS RESULTANTES DE LA EJECUCION DEL PROYECTO

-Describa la toma de muestras / datos a realizar

Los efluentes que se empleen en el presente proyecto, seran obtenidos contactando a
personal que trabaje en las industrias que los generan, dando prioridad a industrias
del medio local.

Las cepas de P. fluorescens, A. platensis, H. pluvialis, A. niger y R. graminis se
encuentran disponibles en los ceparios del Laboratorio de Operaciones y Procesos
Biotecnologicos (OPB, FBCB-UNL), mientras que las cepas de A. brasilense y L.
plantarum seran aisladas desde bioproductos de origen comercial. Para el aislamiento
de L. plantarum se utilizara caldo MRS y una incubacién durante 5 dias a 37 °C, en
condiciones de anaerobiosis. Por su parte, A. brasilense sera aislada en medio Luria
Bertani (LB) a 30 °C. Para ambas cepas, cultivos en fase de crecimiento exponencial
tardia seran utilizados para la conservacién en ultrafrezzer a -80 °C.

-Cultivo de P. fluorescens: para la determinacién de un modelo de crecimiento y la
determinacion de sus parametros cinéticos se utilizaran frascos SCHOTT de 2 L
agitados magnéticamente (con la opcion de aireacion mediante bomba de pecera). La
biomasa serd cuantificada mediante sdélidos suspendidos totales (SST) y su
correlacion con la densidad éptica a 660 nm (DOesonm). Las células viables seran
cuantificadas mediante técnica de dilucion en placa agar. El glicerol sera cuantificado
mediante un kit comercial colorimétrico. El pH serd determinado mediante un micro
pHmetro.

-Cultivo de A. brasilense: para evaluar diferentes formulaciones nutricionales se
realizaran cultivos en biorreactores automatizados Infors HT y Sartorius, operados en
forma batch y en condiciones operativas adecuadas segun informacién de literatura.
La biomasa sera cuantificada como SST y se correlacionara con la DOggonm. Las
células viables seran cuantificadas mediante técnica de dilucion en placa agar. El
contenido de azucares totales y reductores serd cuantificado mediante la técnica de
fenol-acido sulfarico (Dubois) y DNS (Miller), respectivamente.

-Cultivo de L. plantarum: para evaluar diferentes formulaciones nutricionales vy
condiciones operativas de cultivo (pH, aerobiosis, anaerobiosis) se realizaran
experiencias en biorreactores automatizados Infors HT y Sartorius. La biomasa sera
cuantificada como SST y se correlacionara con la DOgsonm. Las células viables seran
cuantificadas mediante técnica de dilucion en placa agar. La concentracion de
azucares reductores se determinara utilizando la técnica de fenol-acido sulfurico
(Dubois).

-Cultivo de A. platensis y H. pluvialis: los cultivos seran efectuados en
fotobiorreactores (FBRs) automatizados (Infors HT y Sartorius) y otros de construccion
ad-hoc (de 2 L de vidrio borosilicato, aireacién con bombas de pecera, agitacion
magnética, etc.). Para el suministro de luz se utilizaran médulos de iluminacién LED,
los cuales fueron especificamente disefiados y construidos para cada biorreactor
comercial automatizado, y que resultan ser compatibles con los biorreactores ad-hoc.
Los in6culos seran efectuados a partir de repiques liquidos, en cémaras de
iluminacién de tipo estanteria (focos LEDs), y con frascos tipo SCHOTT agitados y
aireados. En cuanto a determinaciones experimentales, la biomasa sera determinada
por SST, el contenido de proteinas por Bradford y la astaxantina de H. pluvialis
mediante una técnica espectrofotométrica derivativa de primer orden validada por
HPLC.

-Cultivo de A. niger: se disefaran experimentos utilizando diferentes componentes y
concentraciones que permitan incrementar el rendimiento de produccion de la lactasa.
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Las combinaciones a ensayar se determinaran mediante el uso de herramientas
quimiométricas. Concluidos los tiempos de cultivo, se separaran las células del
sobrenadante de cada cultivo, utilizando capsulas con papel Whatman N°@1
previamente tarado, y se filtrara en vacio utilizando una bomba. Las biomasas filtradas
seran secadas a 50 °C hasta pesada constante. Los valores de biomasa seca seran
luego transformados en valores de concentracién. En los sobrenadantes filtrados se
determinaran las concentraciones de glucosa (kit enzimatico Wiener Lab. (Argentina),
azucares reductores y actividad enzimatica. La actividad enzimatica se determinara
combinando 100 uL de sobrenadante, 200 uL de solucion de lactosa 100 mM y 1700
uL de solucién buffer citrato 100 mM pH = 4. Dicha mezcla sera incubada a 50 °C en
bafno Maria (37 °C) durante 10 min, y finalmente en agua hirviendo durante 2 min.
Luego, se determinaréa la concentracion de glucosa en cada mezcla.

-Cultivo de R. graminis: los diferentes medios de cultivo sugeridos por los disenos
experimentales se materializaran combinando los volumenes correspondientes de las
soluciones completando el volumen final de 50 mL mediante la adicién de agua
destilada. Los cultivos tipo indculos seran incubados durante 24 horas a 150 rpm y
28+1 °C. Cada inoculo sera depositado sobre los medios de crecimiento hasta
alcanzar una DOgsonm inicial de 0,1 unidades. Cumplido el tiempo de incubacién
correspondiente para cada uno de los cultivos desarrollados, se colectaran 500 uL de
cada cultivo para determinar DO luego de un tratamiento previo de la muestra, que
posteriormente se correlacionara con un valor de concentracién expresado en g L' de
biomasa, para lo cual se utilizara una curva de calibrado. El volumen restante de cada
uno de los cultivos se empleara para realizar la cuantificacién gravimétrica de lipidos
saponificables contenidos en las células de levadura.

-Caracterizacion de los dispositivos de cultivo de laboratorio: los biorreactores tanque
agitado se caracterizaran determinando mezclado y transferencia de materia gas-
liguido. Se obtendran a partir de ensayos de estimulo-respuesta con trazadores las
distribuciones de tiempos de residencia, tal de verificar la idealidad del reactor.
Mediante el uso de colorantes y modelos de transferencia, se cuantificara el
coeficiente de transferencia de materia volumétrico (KLa) para diferentes gases de
interés.

-Cuantificacion alternativa de lipidos intracelulares: para cuantificar los lipidos
intracelulares de manera alternativa a la extracciéon liquido-liquido, se buscara
desarrollar técnicas basadas en una metodologia espectrofluorimétrica. La
determinacién cuantitativa de lipidos neutros endocelulares se realizara empleando
curvas de calibrado, las cuales se obtendran empleando diferentes suspensiones de
aceites provenientes de fuentes animales (pescado) como vegetales (maiz, soja,
girasol, uva y oliva, entre otros). Dichas suspensiones se obtendran emulsionando
masas conocidas de tales aceites y sus mezclas, con diferentes proporciones de
distintos solventes organicos y agua. Se acoplara la aplicacién de herramientas de
disefio experimental estableciendo funciones objetivo tales como la maximizacién del
valor de la sefal y la minimizacién de la desviaciéon estandar, variando diferentes
factores (concentracion de colorante, tiempo de incubacién y concentracion de aceite).
-Determinaciéon de actividad enzimatica: en los sobrenadantes se determinara la
actividad enzimdtica a través de la escisibn de la lactosa que se adicione al
sobrenadante junto con buffer; dicha escision liberara glucosa que se cuantificara con
un kit de glucosa oxidasa/peroxidasa comercial (Wiener Lab.), determinando la
DOu4osnm mediante un espectrofotémetro, para luego correlacionar el valor obtenido con
la actividad enzimatica expresada en unidades por mL.

-Aplicacion de herramientas quimiométricas: se aplicaran técnicas de disefio
experimental y optimizacibn simultanea. Los procedimientos de optimizacion
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sistematica se implementaran siguiendo la siguiente secuencia: 1) eleccion de una
funciéon objetivo, 2) seleccién de los factores mas importantes y 3) optimizacion
propiamente dicha. La metodologia incluira ensayos de screening aplicando disefios
del tipo factoriales vy técnicas basadas en algoritmos genéticos para conocer las
variables mas significativas que actian sobre la respuesta , y posteriormente, la
aplicacion del método de superficie de respuesta para determinar las condiciones de
operacion optima del sistema. Cuando se presenten situaciones de respuestas
multiples se aplicard la funcion deseabilidad. En todos los casos se buscara encontrar
las condiciones experimentales que permitan un éptimo de la funcién objetivo,
realizando el menor numero posible de experimentos. Para determinar cuéles son los
factores influyentes en los diferentes procesos en cuestion, se aplicaran disefnos
experimentales y se compararan técnicas basadas en cuadrados minimos ordinarios y
algoritmos genéticos determinando si hay coincidencias o diferencias en cuanto a las
conclusiones obtenidas con cada una. Posteriormente, en las etapas de optimizacién,
se aplicaran disefios experimentales y metodologia de superficie de respuesta para
modelar cada uno de los espacios experimentales y poder comprender como
influencia cada uno de los factores evaluados a las respuestas de interés. Todos
estos ensayos de optimizacién se realizaran aplicando programas informaticos como
Design Expert, MATLAB, Mathematica y Octave Una caracteristica muy importante a
destacar es que la utilizacion de estas herramientas de disefio y optimizacion, origina
un considerable ahorro de tiempo y reactivos, y lleva a la obtencion de las mejores
condiciones de trabajo.

— Datos: ¢Existe alguna razén por la cual los datos declarados no deban
ser puestos a disposicion de la comunidad/ser de acceso publico?

(marque X)
NO X
Sl. Elija una de las opciones:
a) Se encuentra en evaluacion de proteccion por medio de patentes
b) No se inicié el proceso de evaluacién de patentabilidad, pero podria ser
protegible
c) Existe un contrato con un tercero que impide la divulgacién
d) Otro. Justifique.

— Periodo de Confidencialidad: Es el periodo durante el cual los datos no
deberian ser publicados, contado a partir del momento de la toma de los
mismos. El periodo maximo para la no publicacion es de 5 (CINCO) afios
posteriores a su obtencion. Luego de este periodo, los datos estaran
disponibles para la comunidad/seran de acceso publico.

Si Ud. considera que este tiempo es insuficiente, y necesita prorrogar el
periodo de confidencialidad, indique sus motivos y la cantidad de anos
adicionales que considera necesarios. Marque su opcién con “X”.

1 (UN) ano

2 (DOS) aios

3 (TRES) anos

4 (CUATRO) ano

5 (CINCO) ainos

Otro.

Motivos:
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