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1 RESUMEN

El Polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero de interés industrial que es sintetizado
intracelularmente por al menos 300 especies microbianas, siendo Azotobacter vinelandii
una de ellas. La particularidad de esta bacteria, radica en que tiene la capacidad de
sintetizar polimero de alto peso molecular (> 1000 kDa). En el Instituto de Biotecnologia
de la UNAM, se ha desarrollado un proceso multi-etapa para la obtencion de PHB con
valores de produccién que no habian sido reportados para cepas de A. vinelandii, por lo
que se tiene interés de escalar el proceso a volumenes mayores. Sin embargo, previo al
escalamiento, se desea estudiar la posibilidad de reducir el costo de proceso, debido a
que la principal limitante para que el PHB entre al mercado es su elevado costo, en
comparacion a los derivados del petroleo. En el presente trabajo, se diseid un medio de
cultivo compuesto de melaza de cafia (como fuente de carbono de bajo costo) y extracto
de levadura, buscando sustituir un medio basado en el uso de la sacarosa y extracto de
levadura. En ambos medios, se obtuvieron valores de produccion similares (8.3-8.6 g/L
PHB). En el medio con melaza se realizaron cultivos lote alimentado en fermentadores de
3 L, controlando la tension de oxigeno disuelto (TOD) a 4 %, obteniendo una produccion
de 17.9 g/L de PHB. Lo anterior se refleja en un ahorro, proveniente de sustrato de 2 USD
por Kg de polimero; sin embargo, se encontré que el proceso de esterilizacién de la
melaza, resultdé ser costoso y complicado operacionalmente. Debido a lo anterior, el
escalamiento se realizé usando el medio sacarosa-extracto de levadura, manteniendo la

TOD a 4 %, del que se obtuvieron 20.74 g/L PHB con una productividad de 0.4 g/Lh.



2 INTRODUCCION

En los ultimos 150 afos, los polimeros sintéticos han sido materiales clave para la

innovacion y han contribuido al desarrollo y progreso de la somedad( ). Caracteristicas

tales como su amplia durabilidad, fuerza y ligereza, los llevaron a sustituir a otros
. o 2) . ,
materiales como vidrio o papel ’, de tal forma que su produccién se ha incrementado en

. - . ~ (1) Q.
los ultimos 50 anos, hasta alcanzar 299 millones de toneladas por afio’ *. Sin embargo, en
la mayoria de los casos los productos son de uso unico, en especial cuando se trata de la
industria alimenticia o farmacéutica. Como resultado de ser no biodegradables, la

acumulacion de plasticos sintéticos en el ambiente se ha convertido en un problema

gIobaI(S).

Si bien, es complicado reducir el consumo de polimeros sintéticos, existe la posibilidad de
sustituirlos por otro tipo de materiales con caracteristicas similares y que puedan

degradarse una vez que sean desechados; es por ello que cada vez se ha prestado mayor

C . , 4
atencion al desarrollo de los biopolimeros ™ .

Del grupo de biopolimeros de origen microbiano, el Polihidroxibutirato (PHB) es uno de

los miembros mas estudiados por su gran potencial para reemplazar a los plasticos

6)

sintéticos convenmonales( , con la ventaja de ser biodegradables, gracias a la actividad

(7

enzimatica de diversos microorganismo ), ademas de ser biocompatibles.



A pesar de que se ha realizado investigacién desde su descubrimiento en 1920y a lo largo
de estas décadas, no se ha logrado que el costo del PHB ($2-5 USD/Kg), sea lo

suficientemente competitivo para reemplazar a las polimeros sintéticos, como el

polipropileno ($0.70 USD/Kg)>".

Con la finalidad de reducir el costo del polimero se ha intentado mejorar la produccion, a
través del uso de diversos microorganismos, medios de cultivo, condiciones y estrategias
de fermentacion e ingenieria genética. Ademas, se ha buscado reducir el gasto

proveniente de materias primas, que puede representar hasta el 40 % del costo de
produccién(g). En este sentido, se ha explorado el uso de fuentes alternativas, como

. . . . . 9)
residuos agro-industriales (melaza, suero, lignicelulosa, aceites, etc) ', de las que se

obtiene PHB con caracteristicas similares a las que se obtienen con fuentes puras.

En el grupo de investigacion de Biopolimeros Microbianos del Instituto de Biotecnologia,

Sanguino(m) ha desarrollado un proceso multi-etapa que combina estrategias de
fermentacién e ingenieria genética. De dicho proceso se obtienen valores de produccion
que no habian sido reportados con anterioridad para cepas del género A. vinelandii, por
lo que desea transferirse de escala laboratorio a escala piloto y eventualmente a nivel

industrial.

Con la finalidad de disminuir el costo de proceso, en el presente trabajo se buscé sustituir

(10

el medio de cultivo empleado por Sanguino ), por uno compuesto por fuentes de carbono



de bajo costo. Por otro lado, se establecieron condiciones para escalar el proceso de
escala laboratorio a escala piloto, usando la tension de oxigeno disuelto como criterio de

escalamiento.



3 ANTECEDENTES
3.1 Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHA’s) son una clase de poliésteres biodegradables,

biocompatibles y con propiedades similares a termoplasticos y elastomeros sintéticos.

11)

. i , . . . (10,
Dichas caracteristicas le confieren numerosas aplicaciones industriales Estos

poliésteres son sintetizados por un grupo aproximado de 300 microorganismos, dentro

(5,12, 1

o , ,13) ] ;
del cual se encuentran principalmente bacterias . En la mayoria de ellas, los PHA'’s

o , (15)
son sintetizados y acumulados intracelularmente hasta en un 90 % de su peso seco

Este se acumula bajo condiciones desfavorables de crecimiento tales como: limitacion de

nitrégeno, fésforo, magnesio, oxigeno y en la presencia de un exceso de fuente de

(11,15

, 16 , . 2
carbono ) La estructura general de los PHA's se muestra en la Figura 3.1%

Figura 3.1 Estructura general de los Polihidroxialcanoatos (PHA's).

Se han identificado 155 unidades monomeéricas que pueden ser incorporadas a las

. . , 8). . .
cadenas de PHA's, lo que genera una gran variedad de polimeros ( ); sin embargo, solo
un numero limitado de ellos han sido producidos en cantidades suficientes que permitan

su caracterizacion, asi como el desarrollo de nuevas aplicaciones, siendo el PHB el mas

. 5,17
estudlado( ).



3.2 Poli-B-hidroxibutirato (PHB)

El PHB es un homopolimero formado por unidades monoméricas de 3-hidroxibutirato

©)
)

(Figura 3.2) *, en el que el grupo carboxilo de un monémero forma un enlace éster con el

. . . . (14)
grupo hidroxilo del monémero vecino™ .

o0
—I;O— CH—CH;—C

Figura 3.2 Estructura de mondmero de 3-hidroxibutirato

Dentro de las funciones biologicas que desempefa el PHB, se encuentra la de fungir como

)

. . L , 19 ,
fuente de carbono y energia en periodos de limitacion de nutrlentes( . Ademas,

contribuye con la proteccion del sistema nitrogenasa(zo) y actua como un regulador de
equivalentes de reduccion intracelulares (NADH y NADPH), pues la sintesis de PHB

permite regular la concentracién de poder reductor, a través del almacenamiento de

(15, 19, 20)
electrones )

Dentro de sus aplicaciones, destacan las médicas y biomédicas, ya que puede emplearse
como materiales de sutura, ingenieria de tejidos (valvulas para el corazon, andamios, etc.),
liberacién modificada de farmacos, entre otras. Dichas aplicaciones, son definidas por el

peso molecular promedio (PMP) del polimero, del que se han reportado valores <1x103

kDa hasta 5.3x10%kDa, considerados de alto peso molecular(G).

Algunas cepas utilizadas para la produccién a escala industrial de este polimero, son

Cupriavidus necator, Alcaligenes eutrophus, Escherichia coli recombinante, Azotobacter
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©™) Dentro del grupo de Biopolimeros Microbianos en el Instituto

vinelandii, entre otros
de Biotecnologia/lUNAM, se emplea A. vinelandii como modelo de estudio por sus

caracteristicas potenciales como productor de PHB.

3.3 Generalidades de Azotobacter vinelandii

Es una bacteria Gram-negativa, perteneciente a la familia Pseudomonaceae, aerobia
estricta y habita en suelos y aguas frescas. Sus células son ovoides, con un diametro de
1.5 a 2.0 ym. Son quimioorganotréficas, por lo que utilizan azucares, alcoholes y sales

inorganicas para crecer; asi como nitrato, sales de amonio y ciertos aminoacidos como

(20

fuentes de nitrogeno ) El estudio de A. vinelandii resulta interesante debido a que,

ademas de PHB, tiene la capacidad de sintetizar diversas sustancias de interés industrial,

. . . (22) , . . .. L, . T
tales como el alginato, alquilresorcinoles =, acido-y-aminobutirico, acido lactico, entre

otros(23)(Figura 3.3)(6).

Figura 3.3. Micrografia electrénica de transmision de A. vinelandii conteniendo granulos
de PHB.

3.3.1 Biosintesis de PHB y su regulacién en A. vinelandii

(13
)

La ruta biosintética (Figura 3.4 ) para la generacion de PHB, consta de 3 pasos

catalizados por enzimas, cuyos genes se encuentran en el cluster phbBAC.



La sintesis comienza con la condensacion de dos moléculas de acetil Co-A para formar
acetoacetil Co-A, reaccion catalizada por la enzima (3-cetotiolasa (phbA). Posteriormente,
la Acetoacetil Co-A reductasa (phbB), reduce la Acetoacetil Co-A a 3-hidroxibutiril-CoA

usando NADPH. Finalmente la enzima PHB sintasa (phbC) polimeriza los monémeros de

. . . . (6, 19)
3-hidroxibutiril-CoA, liberando Co-A .
Fuente de carbono
NADP" Sintesis
NADPH __) . p_p-hidroxibutiril-CoA
) Acetoacetil-CoA silr:'t-laBsa CoA
Piruvato reductasa
* oA
Acetil-CoA Acetoacetll CoA PH B
p-Cetotiolasa
Acetoacetato
\ succinil-CoA PHE
Dxalace'ra‘ro transferasa NADH nAD - Depolimerasa
Malito Cmato acetoacetato ﬁ—h|dr0waut|rat0
Fumarato
Isocmam Degradacion
Succinato
Oxalosuccinato
Succinil-CoA "
g-ceto
W glutarato

Figura 3.4 Mapa metabdlico de la sintesis y degradacion de PHB en Azotobacter
vinelandii.

Se ha establecido que la regulacion de la sintesis del polimero es compleja y puede
presentarse a diferentes niveles. Entre estos niveles, se encuentran los reguladores
transcripcionales y dos sistemas de regulacion global que también controlan la expresion

de los genes phbBAC: el sistema de dos componentes GacS/GacA y el sistema PTSN'

9, . 6 , . : : ,

( )(Flgura 3.5)( = primero constituye un mecanismo mediante el cual, la bacteria
responde a los cambios en el ambiente. GacS es una proteina membranal que al detectar
ciertas sefales, se autofosforila y posteriormente fosforila al regulador GacA, activandolo.

Una vez fosforilado, GacA activa la expresion del gen rsmZY, cuyo producto es un RNA

8



no codificante, el cual titula una proteina denominada RsmA, que regula a nivel
postranscripcional la expresion de los genes phbBAC afectando su estabilidad. RsmA es

por lo tanto un regulador negativo en la sintesis de PHB

El sistema PTSN", también es un regulador negativo, puesto que afecta de manera

negativa los niveles de expresion de los genes implicados por un mecanismo aun no

. 24
descrito ( ).

Ademas de los mecanismos de regulacidon genética mencionadas anteriormente, la
biosintesis de PHB en A. vinelandii, asi como el crecimiento y la produccion del polimero

depende de otros factores, como la composicion del medio de cultivo, la capacidad
" . (20 . . ] .
metabdlica de la bacterla( ), asi como el pH, temperatura, la tensién de oxigeno disuelto

(TOD) del cultivo 24 y la relacién molar Carbono/Nitrogeno (C/N) o

Se ha encontrado que la TOD influye en la sintesis de PHB ® en dos sentidos: cuando
existe limitacion de oxigeno, la produccién de PHB se favorece debido a que el polimero
actua como pozo para canalizar el poder reductor generado en la célula; en contraste, si
existe un exceso de oxigeno en el medio, la enzima [-cetotiolasa se inhibe

alostéricamente, disminuyendo la sintesis de PHB vy dirigiendo la acetil-coA hacia el ciclo

. . . - (13)
de los acidos tricarboxilicos



Respecto a la relacion C/N, Sanguino(m) realizé estudios para determinar cual era su
influencia sobre el crecimiento y la produccion de PHB. Se analizo, por triplicado, una
relacion C/N = 14, que es aquella que contiene el medio PY (Tabla 8.1), utilizado para A.
vinelandii. Ademas, se analizaron dos relaciones alternativas, que fueron 10 y 18. Se
observo que la relacion C/N = 10 favorece el crecimiento respecto a relaciones de 14 y

18, debido a que hay una mayor disponibilidad de nitrogeno y de forma inversa, la

. ) ., (10)
acumulacion del polimero decae conforme la relacion C/N aumenta ™ .

3.3.2 Cepas de A. vinelandii modificadas genéticamente
Con la finalidad de generar cepas sobreproductoras de PHB, capaces de acumular una
cantidad mayor de polimero, en el Departamento de Microbiologia Molecular del I1Bt, se

han estudiado y modificado los genes que participan en su biosintesis y regulacion.

Figura 3.5. Modelo de los sistemas de regulacién que controlan la expresion de los genes
phbBAC.

(+) Indican regulacion positiva, (-) indica regulacién negativa. Los reguladores
inactivados en las cepas OPN, OPA y OPNA, se indican con cruces grises.

10



Cuando se busca incrementar la produccion de PHB, la sintesis de alginato constituye un

9) e
, €s por ello que las modificaciones al genoma para

gasto innecesario de sustrato .
generar cepas sobreproductoras de PHB se han realizado en el fondo genético de la
mutante espontanea OP.

Tabla 3.1 Cepas mutantes de A. vinelandii en cultivos en matraz con medio Burk.

Cepa Genotipo Proteina total PHB Y p/s (g pHB/Q sacarosa)
(g/L) (g/L)
oP algU- 23+10.2 85+0.5 0.42
OPA algu-rsmA 3.3+0.6 7.5+£0.3 0.37
OPN algU-ptsN 25+0.6 9.2+0.2 0.45
OPNA  algU-rsmA, ptsN 3.3+£0.3 9.3+0.3 0.46

Esta cepa tiene interrumpido el gen algU-, que codifica para el factor oE, implicado en la
via principal de sintesis de alginato, por lo que las colonias resultantes son unicamente
productoras de PHB. La cepa OPA tiene inactivado el gen rsmA-; mientras que, en la cepa
OPN, se ha inactivado el gen ptsN-; ambos reguladores negativos de la sintesis de PHB.
Posteriormente, se generd una doble mutante que contiene mutaciones en ambos genes

® (Figura 3.5)".

(rsmA-y ptsN-), que se denomind OPNA @4
Las modificaciones en el genoma de la bacteria se traducen en una mayor produccion de

. . (26)
PHB, como se observa en la jError! No se encuentra el origen de la referencia.

especto a la acumulacion de PHB, se ha reportado que la cepa OPNA, logra alcanzar

entre 80-90% de PHB con base en peso seco (10).

11



3.4 Produccion de PHB a nivel de fermentador tanque agitado
En afos recientes, la investigacion del grupo de Biopolimeros Microbianos, se ha

enfocado a mejorar la produccion de PHB. Tal es el caso del trabajo de Garcia et al (24),
quien llevo a cabo un proceso multi-etapas con la cepa mutante OPNA, usando medio PY
(sacarosa, extracto de levadura y peptona) en tanque agitado de 3 L con volumen de
llenado de 2 L. Inicialmente, los cultivos se desarrollaron en un régimen exponencialmente
alimentado con medio PY, donde se obtuvo como resultado un incremento de 4.6 g/L a

8.8 g/L de PHB, respecto a los cultivos en lote.

Después de la alimentacidon exponencial, se implementd una alimentacion por pulsos de
sacarosa y extracto de levadura, incrementando la produccion del polimero hasta 27 g/L.
En este proceso, se encontré que el valor de TOD critico fue de 4 % (con respecto a la
saturacién de oxigeno), donde la bacteria alcanzé su maximo crecimiento. Por debajo de
ese valor, la velocidad de crecimiento se vi6é afectada. Dicho valor de TOD fue controlado
a través de mezcla de gases (oxigeno y nitrégeno). A pesar de que ese valor de PHB no
se habia reportado anteriormente para cepas de A. vinelandii, la propuesta resulta
compleja y costosa en cuanto al tiempo de proceso, materia prima, asi como el

enriquecimiento con oxigeno puro.

. . 10
Posteriormente Sanguino o

mejord el proceso, proponiendo un cultivo alimentado por
pulsos, eliminando la fase de alimentacion exponencial. Este autor empleé un medio

compuesto solamente por sacarosa y extracto de levadura con una relacion C/N de 14;

12



ademas, los cultivos fueron unicamente aireados, controlando la TOD a través de la
agitacion. La produccién alcanzada fue de 30 g/L con una productividad global de 0.69 g/L
h'y con una acumulacion de PHB hasta de 80% de su peso seco. Ademas, en este trabajo
se determind que el peso molecular promedio del PHB fue mayor a 3500 kDa, el cual se

mantuvo constante durante todo el cultivo.

La relevancia de los trabajos mencionados, radica en que los valores de produccion

obtenidos, no habian sido reportados con anterioridad para cepas de A. vinelandii, tal

24
como se muestra en el Tabla 3.1( ).

Tabla 3.1 Resumen de la produccion de PHB por diferentes cepas de A. vinelandii

Estrategia de PHB PHB

Cepa fermentacion Sustrato QL) (%) Referencia
A.vinelandii UWD Matraz Glucosa (1%) 2.37 - (16)
A.vinelandii UWD Fed-batch Glucosa/Peptona 25 - (27)
A.chroococcum Fed-batch Almidon 25 46 (28)

Sacarosa/Extracto

A.vinelandii OPNA Fed-batch de 27 78 (24)
Levadura/Peptona

Avinelandii OPNA  Fed-batch  Sacarosa/Extracto 55 4, (10)

de Levadura

3.5 Influencia de la fuente de carbono y nitrégeno sobre la producciéon de PHB

En la literatura existen publicaciones que demuestran el impacto que tiene la composicion
del medio de cultivo sobre diversos aspectos de la produccion de PHB. William J. Page,
es uno de los autores que ha reportado diversos estudios con la cepa A. vinelandii UWD,
para identificar las condiciones que permitan mejorar los rendimientos de PHB y asi aplicar

dicho conocimiento para formular un medio de cultivo de bajo costo.

13



En 1989, Page(zg)

examind diversas fuentes de carbono puras (glucosa, sacarosa,
fructosa, succinato, acetato, etc) y complejas (jarabe de maiz, extracto de malta, melaza
de cafia y remolacha), con la finalidad de encontrar cuales de ellas favorecian la
produccion del polimero. Los cultivos se realizaron en matraces de 500 mL con 100 mL

de volumen de llenado, con agitacion de 225-250 rpm e incubados a 28-30 °C. De dicho

experimento, el autor concluyé que las fuentes complejas mostraron mejores resultados.

Especificamente, en los cultivos suplementados con melaza, se observé que esta fuente
de carbono incrementa la produccion de PHB, respecto a sacarosa como fuente pura (2.74
mg PHB/mL vs 2.14 mg PHB/mL), aun cuando el analisis de azucares de la melaza revelo
que el contenido de azucares era casi en su totalidad sacarosa (>96%). Por otro lado,

observo que la melaza, estimula el crecimiento de forma significativa respecto a la

sacarosa, al alcanzar titulos de 1.3 y 0.7 mg proteina/mL, respectivamente(zg).

, (30) ,
Posteriormente, Chen y Page realizaron ensayos en fermentador de 3 L para
determinar si el peso molecular del polimero se veia afectado al emplear sacarosa o
melaza de remolacha. De dicho estudio, determinaron que el peso molecular era

significativamente mayor al emplear melaza que sacarosa (4000 KDa vs 1600kDa).

Los efectos positivos que se obtienen al emplear la melaza en el medio de cultivo, son

atribuidos a que dicho sustrato contiene sustancias, como acidos organicos, sales o

14



compuestos nitrogenados, que promueven el crecimiento, asi como la formacién de

, (31, 30)
polimero de elevado peso molecular .

Debido a que el proceso de fijacion de nitrégeno en A. vinelandii demanda un elevado

costo energético, la adicién de una fuente nitrogenada al medio de cultivo puede influir de

" . 24 . 31 . .
manera positiva en la produccion de PHB @ En este sentido, Page( ) realizd estudios
acerca de fuentes de nitrégeno, determinando que en todos los casos, el rendimiento de

PHB se ve aumentado al emplear fuentes complejas, como peptona de pescado o extracto

. . ._(31)
de levadura, sin importar si la fuente de carbono es pura o compleja’ .

3.6 Uso de sustratos de bajo costo en la produccién de PHB

En 1980 se logré por primera vez comercializar de forma exitosa PHA’s bajo el nombre
comercial de Biopol. A partir de entonces, diversas compafias en USA, China, Alemania,
Austria, Brasil, Japon e Italia se dedicaron a la produccién a escala piloto e industrial. Sin

embargo, la mayoria de ellas detuvieron las actividades de manufactura debido al alto
.. (9) . .
costo de produccidon . Factores como el elevado costo de materias primas, del proceso
. e . (32) . , . ,
de recuperacion y purificacion *, asi como el bajo rendimiento, contribuyen a un elevado

. (9
costo de producmon( ).

Ademas de las estrategias moleculares y de fermentacion desarrolladas, el uso de

sustratos de bajo costo es una opcidn viable para reducir el costo final del polimero, debido

a que este rubro puede representar del 30-40% del costo total de produccion (9). Es por

15



(11

. . . . 32)
ello que se han investigado fuentes alternativas para la produccién ; tal es el caso de

los sustratos de bajo costo como el suero de leche, aceites vegetales, glicerol, almidon

. . (17)
hidrolizado, celulosa y melaza " .

La melaza es un producto de desecho generado en la industria azucarera, cuya
_— (34) . ,
composicién se muestra en la Tabla 3.2 " La produccién global es de 39 millones de

toneladas de melaza de cafia y 12 millones provenientes de remolacha ®39) Se tiene el
conocimiento de que los rendimientos se ven mejorados por esta ultima; sin embargo, en
el presente trabajo se pretende emplear s6lo melaza de cana, ya que la melaza de
remolacha es producida fuera del pais, e importarla representaria un costo adicional.

Tabla 3.2 Composicion de melaza de cafia.

Componente Rango usual (%)

Agua 17-25

Sacarosa 30-40
Glucosa 4-9

Fructosa 5-12
Otras sustancias reductoras 1-5
Otros carbohidratos 2-5
Cenizas 7-15
Compuestos nitrogenados 2-6
Acidos no nitrogenados 2-8
Ceras, esteroles y fosfolipidos 0.1-1
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La melaza de cana ha sido utilizada anteriormente para la produccion de PHB con A.
vinelandii, empleando concentraciones entre 2 y 6 % (p/v), ya que se ha observado que
en concentraciones superiores, se presenta una inhibicién del crecimiento y por lo tanto

una menor produccion

3.7 Escalamiento

El propésito de un bioreactor es proveer las condiciones optimas para el adecuado
crecimiento y/o produccion de metabolitos de interés; idealmente, el ambiente del cultivo

debe ser homogéneo y controlado, condiciones que pueden ser alcanzadas en tanques

. o , . (36) .
agitados que son el disefio preferido para el escalamiento °. Los bioprocesos se

@37)

desarrollan usualmente en cuatro etapas o escalas: estudios a nivel matraz’' ’, escala

, : ., (38
laboratorio, planta piloto y escala de produccion ( ).

Al efectuar el escalamiento, el objetivo es reproducir a gran escala el comportamiento de

(39) .
, que nos permita

una fermentacién desarrollada y optimizada a una escala menor
obtener un producto de calidad y rendimiento similares que la escala inicial. Para cumplir
dicho objetivo se debe (1) alcanzar un mezclado satisfactorio, en términos de la dispersion

de gas en el liquido, (2) alcanzar una adecuada trasferencia de nutrientes y gases

(particularmente oxigeno y COz2) y (3) prevenir el dafio celular y minimizar las alteraciones

- , (40)
en la fisiologia celular * .
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Idealmente, el escalamiento deberia realizarse de forma en que las condiciones de los
biorreactores a escala industrial como los de laboratorio, fuesen lo mas parecidas
posibles, puesto que la forma tradicional de abordar este proceso se basa en los modelos
y el principio de similitud. Sin embargo, esto resulta muy complicado en la practica por la

relacion existente entre ciertas variables, como el tiempo de mezclado y el consumo de

. (33
potencia ( ).

Se han propuesto diferentes estrategias y criterios de escalamiento, entre los que se
encuentran:

v' Geometria del reactor

v' Coeficiente de transferencia de oxigeno KLa

v' Maxima cizalla

v Velocidad de flujo de gas por unidad de volumen (Q/V o VVM)

v Velocidad superficial del gas vs

v' Tiempo de mezclado

v Potencia volumétrica
En el caso de este trabajo, se empleara como criterio el oxigeno disuelto, debido a que

estudios previos realizados por Garcia (®*), demuestran que 4% es el valor de TOD critico,

donde se favorece la produccion de PHB.
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4 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero con potenciales aplicaciones dentro del area
biomédica, asi como un buen candidato para remplazar materiales derivados del petréleo.
Su produccién ha sido mejorada a lo largo de los afios, con el uso de diferentes cepas,
estrategias de fermentacién y medios de cultivo. Dentro del grupo de Biopolimeros
Microbianos del Instituto de Biotecnologia/lUNAM, se ha desarrollado un proceso
fermentativo multi-etapas, en tanque agitado de 3 L, con la cepa mutante A. vinelandii
OPNA, a partir del cual se han alcanzado 30 + 3.6 g PHB/L con un peso molecular
promedio mayor a 3500 kDa. Cabe sefalar que dicha produccion no habia sido reportada
anteriormente para cepas de A. vinelandii; sin embargo, este proceso desea transferirse
a escalas mayores, realizando algunas mejoras en el tipo de sustratos usados y formas

de operacion del biorreactor.

Con base en lo anterior, en el presente trabajo, se buscé reemplazar el medio de cultivo
originalmente utilizado (sacarosa/extracto de levadura), por uno que contenga melaza de
cafia como fuente de carbono de bajo costo y posteriormente realizar el escalamiento a
fermentadores agitados de 30 L, empleando la tension de oxigeno disuelto como criterio

de escalamiento.
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5 HIPOTESIS

o El uso de melaza de cafa, como fuente de carbono en cultivos lote-alimentados por
pulsos, con la cepa A. vinelandii OPNA, permitira obtener una produccion promedio de
30 g PHB/ L.

o El oxigeno disuelto como criterio de escalamiento, permitira reproducir en tanques

agitados de 30 L, la produccion de PHB obtenida en tanques de 3 L.

6 OBJETIVO GENERAL
Escalar de 3 a 30 L un proceso fermentativo multi-etapa para la produccién de PHB con

la cepa A.vinelandii OPNA.
6.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Disefar un medio de cultivo empleando melaza de cafia en cultivos en matraces
agitados.

o Evaluar la produccion de PHB en cultivos lote-alimentados, empleando el medio
disefiado con melaza de cana.

o Comparar el proceso desarrollado con melaza de cafia, respecto al de sacarosa, en
términos de la produccion y costo.

o Escalar a fermentadores agitados de 30 L, manteniendo constante el oxigeno disuelto

a4%.
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7 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

*C/N:14
*Melaza 3, 5, 8% (p/v)

Etapa 1: Medio .y ge lenado: 100 mL

de cultivo «Agitacion: 200 rpm
(Cultivos en matraz)  «Temperatura: 29 °C
*pH: 7.2

*Medio seleccionado

Etapa 2: Cultivos con  -Temperatura: 29 °C

control de TOD

(Biorreactor 3 L)

Figura 7.1 Estrategia experimental

21

*pH: 7.2
*Control de TOD (4%)
« Alimentacioén intermitente

Etapa 3:

Escalamiento
(Biorreactor 30 L)



8 MATERIALES Y METODOS

8.1

8.2

(@]

Equipos

Centrifuga (marca Eppendorf, modelo 5804).

Centrifuga de vacio (marca Eppendorf)

Fermentador de 3 L (marca Applikon Schiedam, Netherlands)
Fermentador de 30 L (marca Sartorius)

Thermomixer (marca Eppendor, modelo 2233 Hamburg)
Campana de flujo Laminar (marca Veco)

Incubadora de matraces (marca New Brunswick Scientific, modelo Innova 4330)
Incubadora (marca Boekel scientific, modelo 1320000)
Autoclave (marca Exhaust TOMY Digital, modelo ES-215)
Refrigerador (marca Goldstar)

Estufa (marca Felisa)

Bomba de vacio (Precision medical Inc)

PC Toshiba Satellite L45-B
Instrumentos

Balanza analitica (marca Ohaus Pioneer, modelo PA114)

Balanza granataria (marca Brainweigh, modelo B500)

Espectrofotdmetro (marca Thermo Scientific, modelo Genesys 10s)

Cromatografo de liquidos de alta resolucion (marca Alliance. Columna Aminex
HPX-87H Biorad; Modulo de separacion Waters 2695 y Detector de fotodiodos

Waters 2996)
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8.3 Reactivos

o Melaza de cafia (Alymel- Alcoholes y melazas de México S.A. de C.V.)
o Acido sulfurico (Macron)

o Hidroxido de sodio en escamas (Reasol)

o Acido-3,5-dinitrosalicilico (Sigma Aldrich)

o Polihidroxibutirato (Sigma Aldrich)

o Fenol Folin Ciocalteau(Sigma Aldrich)

o Antiespumante GA 30% (Drogueria Cosmopolita)

o Acido citrico (JT Baker)

o Citrato de sodio (JT Baker)

o Enzima B-fosfofructofuronidasa (Sigma Chemical Company)
o Sacarosa (JT Baker)

o Albumina (USBiological)

o Peptona (BD)

o Extracto de levadura (BD)

o Agar (BD)
8.4 Cepa

La cepa fue proporcionada por el laboratorio de la Dra. Guadalupe Espin (IB/UNAM):
Azotobacter vinelandii OPNA, mutante derivada de la cepa OP que tiene inactivados los

sistemas de regulacion PTSNtr y RsmA/RsmZY que actuan negativamente en la sintesis

(43, 44)

de PHB . Para preservar la cepa, se mantuvo a 4 °C en cajas Petri con medio PY

solidificado con agar, y se realizaron resiembras mensuales.

23



Tabla 8.1 Composicion del medio PY

Componente Concentracién (g/L)
Sacarosa 20
Peptona 5
Extracto de Levadura 3
Agar 18
Antibiético Concentraciéon (mg/L)
Kanamicina 1
Espectinomicina 8.3

8.5 Medio de cultivo

En la primera etapa de este trabajo se evaluaron cuatro medios de cultivo con melaza de
cafia (Alymel-Alcoholes y Melazas de México S.A. de C.V.), cuya composicion se senala
en la Tabla 8.2. La melaza de cafia se sometidé a un analisis elemental para conocer la

composicidén de carbono, nitrdgeno, oxigeno e hidrégeno.
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Tabla 8.2 Composicion de medios de cultivo evaluados

Medio de Concentracion Relacion
Componente
cultivo (g/L) C/N
Sacarosa 30
Control (S-
Extracto 14
E.L) 13
Levadura
A Melaza 30
B Melaza 50 ~87
C Melaza 80
Melaza 50
D Extracto de ~14
10
Levadura
Melaza 30
E ~14
Extracto de 6.5
Levadura

Previo a la esterilizacion, los medios con melaza se centrifugaron durante 30 min a 7000
rom y se filtré al vacio, con papel filtro con tamafio de poro de 2.7 um y posteriormente
con membranas de acetato de celulosa de 0.45 um. El pH se ajustd a 7.2 con NaOH 2 N

y se esterilizé con vapor a 121 °C durante 30 min. Al medio control unicamente se le ajusto

el pH a 7.2 y se esterilizé por vapor a 121 °C durante 20 min.
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8.6 Desarrollo de los Cultivos

7.6.1 Pre-inéculo

El pre-inéculo para cada experimento se genero por resiembra en estriado masivo de A.
vinelandii OPNA, de cajas Petri de preservacion a cajas con medio PY fresco; dichas

cajas, fueron incubadas durante 48 h a 29 °C.

7.6.2 Inéculo

. . . . 25,42
Con la finalidad de aumentar la transferencia de oxigeno y por lo tanto, el valor de H( )

el indculo se crecio en matraces bafleados de 500 mL con volumen de llenado de 100 mL
del medio a evaluar. Se inocularon 3 asadas de las células generadas en cajas Petri (pre-
in6culo). Se incubaron a 29 °C y 200 rpm, hasta alcanzar una densidad o6ptica (D.O.) de
0.15 - 0.19 a 540 nm (12 h aproximadamente). Cuando se alcanzé la D.O. indicada

anteriormente, se inocularon los matraces en una relaciéon 1:10.

7.6.3 Cultivos en matraz agitado

En esta etapa se evaluaron los medios de cultivo A, B, C y D. Se emplearon matraces
Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL de volumen de llenado total, que fueron incubados a
29 °C y 200 rpm durante 84 h, con muestreos cada 6 h durante las primeras 24 h y

posteriormente cada 12 h. Todas las condiciones se analizaron por triplicado.
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7.6.4 Cultivos en Biorreactor de 3 L
Los cultivos en biorreactor se realizaron en un equipo Applikon (Schiedam, Netherlands)
de 3 L de volumen nominal, con un volumen de trabajo inicial de 1.5 L y 0.2 L de indculo.

En esta etapa se emplearon los medios D y E.

El equipo cuenta con 2 impulsores tipo turbina Rushton (Di/DT = 0.35 cm) y un difusor de
aire con 7 orificios; ademas, permite medir el pH en linea utilizando un electrodo de pH
marca Ingold, y controlar dicho parametro constante en un valor de 7.2 mediante la adicion
automatica de NaOH 2 N. El control de espuma se realiz6 de forma automatica con la
adicién de antiespumante silicona al 10 % (p/v). La tensién de oxigeno disuelto (TOD) se
registr6 mediante un electrodo polarografico de oxigeno, cuya sefal se transmite a un
amplificador y se adquiere por una PC. El flujo de aire suministrado fue de 2 L/min y la
temperatura del cultivo se mantuvo a 29 °C. Para el oxigeno disuelto, el equipo fue
programado para mantener dicho parametro a 4 % mediante el control de agitacion del

equipo con limites de 400 a 800 rpm.
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Figura 8.1 Descripcion del equipo Applikon de 3 L

Los cultivos iniciaron con una etapa lote, seguido de 3 pulsos de alimentacién que
consistieron en 100 mL de una solucién concentrada de la fuente de carbono y nitrégeno.
Para seleccionar el tiempo de adicion de pulsos, se monitoreé el contenido de azucares
reductores, a través de la técnica de DNS, evitando el agotamiento de la fuente de

carbono. Los cultivos tuvieron una duracion de 60 h, con muestreos cada 4 h.

Se analizé el contenido de proteina, azucares reductores, peso seco, contenido de PHB y
pesos moleculares al final del cultivo. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.

Una vez obtenidos los resultados, se realizé una comparacion de la informacion generada,

. _(10) .
con los datos reportados por Sanguino’  para seleccionar el proceso a escalar.
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7.6.5 Escalamiento a Biorreactor de 30 L
Los cultivos en 30 L, se realizaron en un fermentador Sartorius, con volumen de trabajo
de 15 Ly 2 L de indculo. El flujo de aire suministrado fue de 17 L/min y el parametro que
se mantuvo constante durante el escalamiento fue el oxigeno disuelto a un valor de 4 % a

través de agitacion.

8.7 Técnicas analiticas

8.7.1 Determinacién de biomasa por peso seco

La determinacion de biomasa se realizé por el método gravimétrico de peso seco como
se indica a continuacion: Se colocé 1 mL de caldo de cultivo, en tubos Eppendorf de 2 mL
previamente tarados y se centrifugd a 11,000 rpm durante 10 min. Se separé el
sobrenadante y se secé por 24 h a 70 °C. Una vez transcurrido el tiempo, los tubos se
colocaron en un desecador por 20 min. Finalmente, se pesaron los tubos y por diferencia

de peso, se obtuvo la cantidad de biomasa, expresada en g/L de medio de cultivo.

8.7.2 Cuantificacion de proteina (Método de Lowry)

En la reacciéon se forma un color azul cuya densidad Optica medida a 625 nm es

. . . 44
proporcional a la cantidad de proteina presente( ).

Soluciones: A) Carbonato de Sodio 2 % en Hidréxido de sodio 0.1 N; B) Tartrato de
sodio y potasio 2 % C) Sulfato cuprico 1%.
Solucion reactiva: Se mezclé 1 mL de la solucién C, 1 mL de la solucion B y 98 mL de

la solucién A.
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Reactivo de Folin: Se realizé una dilucion 1:2 con agua destilada, de reactivo Fenol-

Folin Ciocalteu.

Se tom6 1 mL de muestra de medio de cultivo y se centrifugé a 11,000 rpm durante 15
min. El sobrenadante se separ6 y conservo para analisis de azucares reductores. Al
paquete celular, se adiciondé 1 mL de agua destilada y se resuspendio; en el caso de las
muestras provenientes de cultivos con melaza de cafa, se realiz6 un lavado con agua
destilada, para evitar interferencia. Se transfirieron 200 uL de muestra a un tubo Eppendorf
de 1.5 mL y se adicion6 1 mL de solucion reactiva, se agitd y dejo reposar por 10 min. Una
vez transcurrido el tiempo, se adicionaron 100 uL de reactivo de Folin, se agité y dejo

reposar durante 30 min en obscuridad.

Posteriormente, se centrifugd a 11,000 rpm por 2 min para eliminar restos celulares y se

determiné la absorbancia a 625 nm contra un blanco constituido por la mezcla de reactivos

y agua destilada.
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Adicionalmente, se elaboré una curva patrén utilizando albumina bovina, con las

siguientes concentraciones: 0.005, 0.01, 0.02, 0.04 0.06 y 0.08 mg/mL (Figura 8.2).

Figura 8.2 Curva patrén para la cuantificacion de proteina.

8.7.3 Cuantificacion de azucares reductores (Método de B-fructofuranosidasa-
DNS)

En la reaccion se forma un compuesto nitro-aminado colorido (amarillo), cuya densidad

;g . . . 45
optica medida a 540 nm es proporcional a la concentracién de grupos reductores( )

Solucién de DNS: Se pesaron 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y potasio y 10
g de DNS. Se mezclaron en 1.0 L de agua destilada, con adicién lenta del DNS para evitar
Su precipitacion.

Amortiguador de citratos pH 4.6: Se disolvieron 0.197 g de acido citrico en 50 mL de
agua destilada. De forma independiente, se disolvieron 9.1 g de citrato de sodio en 50 mL
de agua destilada. Posteriormente, se adicioné gota a gota el citrato de sodio al acido

citrico hasta alcanzar un pH de 4.6.
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Solucién enzimatica: Se mezclaron 2.5 mg de la enzima (8- fructofuranosidasa con 1.0

mL de amortiguador de citratos (0.35 M, pH 4.6).

Del sobrenadante, se tomaron 20 uL,se diluy6é a 1 mL (diluciéon 1/50) y se transfirieron 450
uL a un tubo de ensaye de 5 mL. Se agregaron 50 uL de solucion enzimatica, se agitd y
se dejo reposar durante 10 min.

Posteriormente, se agregaron 500 pL de solucion de DNS y se coloco en bafio de agua

en ebullicion durante 5 min Inmediatamente después se coloco en bafio de hielo y se
diluy6é con 1 mL de agua destilada. Finalmente, se determiné la absorbancia a 540 nm,;
usando un blanco constituido por la mezcla de reactivos y agua destilada. Adicionalmente,
se elabord una curva patrén, empleando soluciones de sacarosa en concentraciones de

0.010.02, 0.06, 0.11 y 0.13 mg/mL (Figura 8.3).

Figura 8.3 Curva patrén para cuantificacion de azucares reductores
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8.7.4 Cuantificacion de PHB

La cuantificacién se basa en la conversion del polimero en acido crotdnico por hidrdlisis
con H2S04 concentrado; dicha cuantificacién se realiza por HPLC usando una columna
Aminex HPX-87H (Biorad), como fase movil H2SO4 5mM a un flujo de 0.65 mL/min y
temperatura de 50 °C, empleando un detector de arreglo de diodos. El analisis se efectud

de la siguiente forma:

Se tomd6 1 mL de muestra de medio de cultivo, se centrifugd a 11,000 rpm durante 10 min
y se retird el sobrenadante; en el caso de las muestras provenientes de cultivos con
melaza, se realizd un lavado con agua destilada. Posteriormente, se secé el paquete
celular en centrifuga de vacio a 60 °C por 6 h. Se registré el peso de la biomasa secay a
continuacion, se adicion6 1.0 mL de H2SO4 concentrado. Se incub6 a 90 °C y 700 rpm
durante 1 h en un Thermomixer. Se realizaron diluciones con agua Milli Q de acuerdo a la

Tabla 8.3.

Tabla 8.3 Dilucién de muestras para cuantificar PHB por HPLC.

Peso de biomasa seca Dilucién
<2mg 1/10
2-4 mg 1/20
>4mg 1/50
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Los valores de las areas obtenidas a 220 nm se extrapolan a la curva patrén, la cual se
elabora con PHB comercial disuelto en H2SO4 concentrado a una concentracion de 0.01,

0.025, 0.05y 0.1 g/L (Figura 8.4)

Figura 8.4 Curva patron para cuantificacion de PHB
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9 RESULTADOS Y DISCUSION
9.1 Caracterizacion del lote de melaza de cana

Con la finalidad de conocer la composicion elemental del lote de con el que se prepararian
los medios de cultivo, se realizé un andlisis elemental en la Unidad de Servicios de Apoyo
a la Investigacion y a la Industria (U.S.A.l.l.) de la Facultad de Quimica-UNAM, en un
analizador Perkin Elmer PE2400 que da informacion porcentual de carbono, hidréogeno,

nitrégeno y azufre. Los resultados se muestras en la Tabla 9.1

Tabla 9.1 Analisis elemental del lote de melaza de cafia adquirida en Alymel S.A. de

C.v.
Elemento Promedio (%)
Carbono 39.55+0.035
Hidrégeno 5.57+0.163
Nitréogeno 0.39+0.092
Azufre 0.39+0.113

El contenido de nitrégeno es uno de los puntos a los que se prestd especial atencion,
debido a que en la literatura se reporta que dicho elemento puede encontrarse en
concentraciones de 4-10 %, valor que contrasta con el obtenido en el analisis elemental

(0.39 % +0.092). Esta diferencia podria resultar de la variabilidad del sustrato.

Ademas, se determind el contenido de azucares reductores, por el método pB-

. 45 . . .
fructofuran03|dasa—DNS( ), para conocer la cantidad de carbono proveniente de azucares

aprovechables, que resulté ser de 56.89% + 2.4.
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La informacion generada a partir del analisis elemental y el contenido de azucares, fue util
para determinar la relacion molar carbono-nitrogeno (C/N) a través de un analisis

estequiométrico, que resultd ser de 87.

Cabe sefialar que al ser un sustrato complejo, la composicion quimica de la melaza puede
, (46) : . .
variar entre lotes ', dependiendo el tiempo, el lugar de producciéon o la forma de

. (47) . .
almacenamiento . Por otro lado, no se conoce la totalidad de las sustancias presentes,
asi como su naturaleza; por lo que podrian existir sustratos que, al igual que los azucares,

sean metabolizados por la bacteria y que no se estén considerando.

9.2 Proceso de esterilizacion de medios de cultivo con melaza de cana.

Existen estudios en la literatura en los que se reporta que la contaminacion bacteriana es

uno de los problemas que se enfrentan al emplear melaza de cafia como sustrato para la

.y . 48
produccion de metabolltos( ).

<

Figura 9.1 Tincion de Gram de microorganismo contaminante. 100x
(En un 6valo se sefiala el microorganismo contaminante)
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Se ha encontrado que Bacillus sp (Bacillus subtilis) y Lactobacillus sp. (Lactobacillus
plantarum, Lactobacillus. paracasei, etc) son dos de los géneros contaminantes que se

encuentran con mas frecuencia, debido a su rapido crecimiento, asi como la tolerancia a

altas temperaturas y bajos valores de pH(49’50).

La problematica de esterilizacion de la melaza, no solo se relaciona con la cantidad y
naturaleza de los microorganismos presentes, sino con la viscosidad que puede conferir
al medio, en especial en las soluciones concentradas en los pulsos de alimentacion, que
pueden llegar a contener hasta 100 g de melaza en 100 mL de agua. Dicho aumento en
la viscosidad del medio, afecta la transferencia de calor, ademas de que al permanecer
estatico, no puede asegurarse la homogeneidad. Es posible que a consecuencia de lo
anterior, el protocolo estandar (calor humedo por 15 min) no sea suficiente para asegurar

la esterilizacion.

En el presente trabajo se probaron diversos métodos para lograr la esterilidad del medio
de cultivo en los que se empled melaza, ya que se observd contaminacion proveniente del
sustrato. A través de tincién de Gram, se identificaron bacterias Gram positivas de forma

bacilar (Figura 9.1).

Debido a lo anterior, se evaluaron diferentes procedimientos de esterilizacién, los cuales
se describen en la Tabla 9.2. Se plaqued en medio rico Luria-Bertani para verificar de

forma cualitativa si quedaban presentes células viables, ademas de que el medio liquido
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se incubé a 29 °C, 200 rpm por 72 h y se verific6 al microscopio la presencia de

microorganismos.

Tabla 9.2 Ensayos de esterilizacion para medios con melaza de cafa

Analisis en el
Células viables
Ensayos de esterilizacion Microscopio Observaciones
presentes
(40x)
Calor humedo (15 min) + )
(Protocolo estandar)
Calor humedo (40 min) + -
Reduccion del
Calor himedo (60 min) + Y tiempo de vida de
los electrodos del
fermentador
8 Al aumentar la
Calor himedo + Acido o concentracion,
Nalidixico 10 pg/mL + * podia inhibirse el
! crecimiento de A.
vinelandii

Filtracién al vacio (2.7 um)

Los solidos suspendidos saturan el papel filtro

Centrifugacion a 7000 rpm +
Filtracion al vacio (0.45 pm)+
Calor humedo (40 min)

De las pruebas realizadas, se seleccion6 el procedimiento en el que se centrifugé a 7000

rom, seguido de filtraciéon al vacio por membranas de 0.45 um y aplicacién de calor

huamedo por 40 min. Dicho proceso permiti6 asegurar la esterilidad del medio,
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considerando las soluciones concentradas de melaza (pulsos de nutrientes) que se

adicionaron a las fermentaciones lote-alimentado.

9.3 Etapa 1. Diseio del medio de cultivo

En esta etapa, se evaluaron 3 condiciones de medio de cultivo, probando concentraciones
de 3, 5y 8 % (p/v) de melaza para observar los efectos sobre el crecimiento y la produccion

de PHB.

Como se muestra en la Figura 9.2, se encontr6 que en los medios con melazaal 3y 5 %,
la velocidad especifica de crecimiento (medida con base en la proteina) fue de 0.06 h'y
el consumo volumétrico de azucares cerca de 0.25 g/L*h; mientras que, en el medio con
melaza al 8 % se observa una disminucién en ambos parametros, 0.04 h'y 0.22 g/L*h

respectivamente.

En ninguna de las concentraciones evaluadas se observa una fase estacionaria, lo que
resulta natural en las condiciones de 5 % y 8 % debido a que no hay agotamiento de la
fuente de carbono. Sin embargo, la condicion de 3 % sigue el mismo comportamiento, a
pesar de la ausencia de azucares (medidos como azucares reductores) a partir de las 60
h, lo que podria explicarse con el aprovechamiento de otras fuentes de carbono presentes

en la melaza.
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Con relacion a la biomasa (medida como peso seco), se observa una mayor produccion
en elmedioal 5% (4.0 £ 0.17 g/L) respecto al 3 % (3.2 + 0.09 g/L), lo que puede atribuirse
a que hay una mayor cantidad de azucares disponibles. En los cultivos donde se uso el

8% de melaza, la produccion de biomasa fue menor (2.5 g/L) que los casos anteriores.
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Figura 9.2. Cinéticas de crecimiento con base en proteina total (A), consumo de azucares
reductores (B) y producciéon de biomasa (C), en cultivos en matraz de A. vinelandii
OPNA en medios con diferentes concentraciones de melaza.
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La disminucién en el crecimiento y otros parametros, en los cultivos con concentraciones

de melaza mayores a 6 %, habia sido observada anteriormente por Page y habia sido

29) . : :
® Sin embargo, los datos experimentales obtenidos

descrita como un efecto inhibitorio
en este estudio no permiten asegurar que a la concentracion de 8 % se presenta dicho
efecto, pues la bacteria permanece metabdlicamente activa (es decir que crece, consume

azucares y acumula polimero).

Es posible que la concentracién de solutos ocasione inhibicion por sustrato, tal como lo

. (50) L, -
propusieron Waymany Tseng ', donde hay una disminucion del crecimiento y al alcanzar
una concentracion limite, el crecimiento cesa por completo. Debido a lo anterior, la
concentracion de 8 % fue descartada, pues en los cultivos lote-alimentados, con la adicidon

de los pulsos podrian acumularse en el medio sustancias potencialmente téxicas, como

- (34)
arsénico y otros metales pesados, presentes en la melaza

Tabla 9.3 Concentracion de PHB y porcentaje de acumulacién calculados al finalizar el

cultivo (84 h) en matraz de A. vinelandii OPNA con medios con melaza.

Parametro Melaza 3% Melaza 5% Melaza 8%
PHB (g/L) 1.6+0.04 1.8+0.07 1.3+0.003
%PHB 50+5.4 45+2 .6 44+2.6

Aun con las diferencias en biomasa, la produccién y acumulacion del polimero no se ve

afectada por la concentraciéon de melaza, como se observa en la Tabla 9.3
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Al comparar la produccion y acumulacion de polimero obtenida en los medios con melaza,
respecto al medio control (Tabla 9.4), se observa una diferencia significativa, que se

atribuye a la relacion C/N que presentan los medios con melaza y control.

Figura 9.3 Cinéticas de crecimiento con base en proteina total (A), consumo de
azucares reductores (B) y produccion de biomasa (C), en cultivos en
matraz de A. vinelandii OPNA con el medio control y melaza 5%-E.L.
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El medio control, con una relacion C/N = 14, favorece el crecimiento y proporciona una

acumulaciéon de PHB =70 %(10).

En los medios con melaza, la relacion C/N = 87, indica que existe un contenido pobre de
nitrdgeno y a pesar de que se sabe que la limitacién por este nutriente, favorece la

‘1 . (3) .
acumulacién de polimero *, en los cultivos a 3, 5y 8 % de melaza se observan valores
bajos de acumulacién. Es posible que el bajo contenido de nitrégeno en el medio, impacte

sobre el crecimiento y por lo tanto la produccion de PHB.

Debido a lo anterior, se decidié adicionar extracto de levadura, para aumentar la
disponibilidad de nitrégeno y asi balancear la relacién molar, aproximandola a 14. Dicho

valor fue seleccionado, debido a que de acuerdo a los resultados obtenidos por

. (10) ., ,
Sanguino’ " se favorece la produccion de polimero.

Debe aclararse, que se seleccioné extracto de levadura, debido a que de acuerdo con los
, (31) . , - :
estudios de Page ' la produccion de PHA’s se favorece al adicionar dicha fuente,

independientemente de si el carbono es de origen puro o complejo.

Se selecciond el medio con 5 % de melaza para ser suplementado con extracto de
levadura, debido a que hay una mayor cantidad de azucares reductores disponibles,

respecto al medio con 3 % de melaza.
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Al adicionar el extracto de levadura, la velocidad de crecimiento en el medio de melaza al
5 %, aumenta respecto al medio no enriquecido (0.09 h-' vs 0.06 h") e incluso se alcanza
la velocidad obtenida con el medio control, tal como se observa en la Figura 9.3. Del
mismo modo, se observa un aumento en la produccién de biomasa y del polimero. Este
incremento se debe a que al adicionar el extracto de levadura, ademas de nitrégeno, se

proveen micronutrientes como vitaminas, factores de crecimiento, entre otros, que

i . (52,53)
promueven el crecimiento de la bacteria

A pesar de que también se favorece la acumulacion de PHB al adicionar el extracto de

levadura (Tabla 9.4), no se alcanzan los valores reportados para esta cepa, que pueden

(53) ‘. . .
llegar a ser 280 % de su peso seco . Dado que la relacién C/N fue ajustada a 14, la baja
acumulacién de polimero es un fendmeno atribuible a los componentes de la melaza, que

podrian impactar negativamente en este parametro.

Tabla 9.4 Concentracion de PHB y porcentaje de acumulacién calculados al finalizar el

cultivo (84 h) en matraz de A. vinelandii OPNA con diferentes medios

Melaza
5%- E.L.

PHB (g/L)  8.3+2.2 6.6+0.37
%PHB 79.5+4.1 66.5+4.6

Parametro S-E.L.

A la luz de estos resultados, se confirma que la relacion C/N, es un factor de gran
relevancia en los cultivos de A. vinelandii OPNA. Con la informaciéon recabada, se
selecciond el medio con melaza 5 % enriquecido con extracto de levadura, en una relacion
molar C/N de 14, como medio de cultivo para realizar los cultivos lote-alimentado en

fermentador de 3 L.
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9.4 Etapa 2: Cultivos en Biorreactor de 3 L

En esta etapa se realizaron cultivos con alimentacion intermitente, controlando el oxigeno

disuelto a 4 % a través de cambios en la agitacion. Dicho valor de oxigeno fue

(14)

seleccionado debido a que, de acuerdo a los estudios de Garcia y colaboradores' *, es el

valor critico para el crecimiento de A. vinelandii OPNA.

Figura 9.4 Perfiles de Oxigeno disuelto y agitacion en cultivos lote-alimentado de A.
vinelandii OPNA, con medio melaza 5 %- E.L.

La tensién de oxigeno disuelto se mantuvo por arriba de 6 % hasta la tercera hora de
cultivo, tiempo a partir del cual, el equipo ejercié la accion de control a través de la

agitacion, manteniendo la TOD en un valor promedio de 4.9 % + 1.48 (Figura 9.4)
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Para mantener la TOD al valor seleccionado, el equipo se programé para manipular la
agitacion, de acuerdo a los requerimientos de oxigeno, es decir, conforme aumenta el
consumo de oxigeno, también la agitacion. Lo que resulta en un aumento en el coeficiente
de transferencia de oxigeno (KLa) y por lo tanto en el oxigeno disuelto disponible en el
medio. La agitacion maxima alcanzada fue de 749 rpm alrededor de las 20 h, lo que
corresponde con el crecimiento exponencial de la etapa lote. Posteriormente, la agitacion

varié entre 500 rpm y el valor maximo registrado (Figura 9.4).

Cabe destacar, que el hecho de que el oxigeno disuelto pueda ser controlado s6lo con
agitacion, es una ventaja operacional, debido a que no es necesario recurrir a otras

estrategias, como el enriquecimiento del medio con oxigeno puro.

En el caso especifico de A. vinelandii, la cepa silvestre es una bacteria con una de las

tasas respiratorias mas altas reportadas ( 56 mmol g h'1)(54); sin embargo, el resultado de
las modificaciones en su fondo genético, trajo como consecuencia una disminucién de la
tasa respiratoria de hasta un 30 %, lo que indica que las cepas mutantes generadas a
partir de la cepa OP, pueden crecer adecuadamente a niveles mas bajos de oxigeno. De
acuerdo a la evidencia recabada, la disminucion de la tasa de consumo de oxigeno, esta

relacionada con una alteracion en la citrocromo oxidasa bd que es una de las principales

55
( ). Las

rutas de transferencia de electrones hacia el oxigeno en el proceso de respiracion
modificaciones anteriores permiten satisfacer las necesidades de oxigeno del cultivo a

través de la agitacion.
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La etapa lote tuvo una duracion de 20 h, tiempo en el que se realizé el primer pulso de
nutrientes. Para establecer los tiempos de alimentacion, se monitored la concentracion de
azucares reductores, seleccionando 20, 33 y 44 h, siendo los tiempos en que la fuente de

carbono estaba proxima a agotarse.

En la Figura 9.5 se muestra la cinética de crecimiento con base en proteina, biomasa,

consumo de azucares, asi como la produccion y acumulacion de PHB.

En la etapa lote se alcanzoé una velocidad especifica de crecimiento de 0.14 h-', valor que
resulta 1.5 veces mayor que la y obtenida en cultivos en matraz (0.09 h-'). Lo anterior, se
debe al suministro de oxigeno, puesto que en matraces, el cultivo se mantiene en

condiciones de limitacién de oxigeno debido a la baja transferencia de oxigeno (5 mmol L

(56) . . : . ]
'h"1)™""; mientras que en el biorreactor, los cultivos no se encuentran limitados por oxigeno.

En cuanto a la acumulacion de PHB, los valores se encuentran por debajo del 50 %,
debido a que en esta etapa el microorganismo favorece el crecimiento, mas que la
produccion del polimero. Este comportamiento se explica debido a que la TOD se

encuentra a un valor de 6.9 %+ 15, puesto que es la etapa en que comienza a consumir

el oxigeno disponible.
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El comportamiento que sigue la acumulacion del polimero, resulta congruente con los

. (24 : . . N
datos reportados por Garcia”” , quien encontrd que cuando se crece A. vinelandii OPNA
a valores de TOD mayores a 4 %, se favorece la produccion de proteina y biomasa, con

una baja acumulacién de polimero.

Tabla 9.5 Parametros cinéticos y estequiométricos de cultivos lote.alimentados de A.

vinelandii OPNA, en medio melaza 5%- E.L.

Parametro Etapa lote 1er pulso 2do pulso 3er pulso
M (h-1) 0.140 0.050 0.020 0.008
gs (gs/Lh) 0.93 1.35 1.56 0.96
Prod. Vol. (g/Lh) 0.120 0.290 0.110 -
Y x/s (gx/gs) 0.091 0.037 0.046 0.046
Y pi/s (gr/gs) 0.151 0.194 0.060 -

Una vez que se realiz6 el primer pulso, se produce una disminucion drastica en la
velocidad de crecimiento, que a su vez se refleja en el rendimiento con base en
proteina. Paralelamente, hay un aumento en el consumo volumétrico de
azucares (
Tabla 9.5), que se explica a través de la sintesis de PHB, pues hay un aumento en el

rendimiento con base a producto y en la produccién volumétrica, lo que indica que el

microorganismo esta movilizando la fuente carbono hacia la sintesis de polimero.
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Figura 9.5 Cinética de crecimiento con base en proteina y biomasa (A), consumo
de azucares reductores (B), produccion y acumulaciéon de PHB (C), en
cultivos lote alimentado de A. vinelandii OPNA con melaza 5%- E.L. en
fermentador de 3 L
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Al adicionar el segundo y tercer pulso de alimentacion, disminuye nuevamente el

crecimiento (de 0.05 hasta 0.008 h™") (

Tabla 9.5), ademas de que en esta ocasion hay una caida en la produccién (10.6 a 8.9

g/L PHB) y acumulacion de PHB (55 a 30 %) (Figura 9.5 (C)).

En el tercer pulso de alimentacidén, se observa una disminucién en la produccién del
polimero. Es posible que éste sea consumido por la bacteria, ya que es bien sabido que
el polimero funge como reserva de carbono. Sin embargo, no se explicaria por qué la
bacteria mostrase preferencia por consumir el polimero a los azucares disponibles en el

medio. Otra posible explicacion al descenso de PHB, se relaciona con el hecho de que la

, . (24) .
bacteria puede lisarse” * por dos razones: (1) se ha observado que los porcentajes altos
de acumulacion favorecen la ruptura de las células o bien (2) debido a un efecto osmatico,

producido por los componentes de la melaza (azucares, sales, etc), que pudiesen afectar

., . .. (57) -
la regulacién del volumen celular y culminar en la lisis ". Como resultado de la lisis, el
polimero se liberaria al medio, de modo que al realizar el analisis, la fraccion liberada no

se estaria cuantificando.

En el proceso desarrollado previamente con Sacarosa-EL se alcanzan 33.6 g PHB/L(m),

que al comparar con la produccion obtenida con el medio con melaza al 5 %-EL, se

advierte una notable diferencia. Sin embargo, al emplear la melaza se busca abatir costos,
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por lo que se realizé un analisis de costos proveniente de sustrato, para determinar si pese

a la baja produccién, el costo justifica el uso de la fuente de carbono sefalada (Tabla 9.6).

Tabla 9.6 Analisis preliminar de costos por sustrato de los cultivos lote alimentado con

sacarosa y melaza al 5 %

Fuente de Cantidad Costo por Cantidad Costo Costo
por Kg total

Carbono (kg) Kg (USD) E.L.(kg) E.L(USD) (USD)
Sacarosa 2.47 0.7 1.23 36 6.03
Melaza 5% 16.20 0.1 3.47 ' 14.13

De acuerdo al analisis, no se justifica el uso de melaza, puesto que el costo es de mas del
doble que al emplear sacarosa y esto se debe a que la produccion es muy baja, ademas
de que se requiere una cantidad mayor de extracto de levadura el cual tiene un precio muy
alto (3.6 USD/kg), con relacion al precio de la sacarosa y la melaza (0.7 y 0.1 USD/Kg,
respectivamente). Considerando lo anterior, se decidié realizar cultivos lote- alimentado
con medio con melaza al 3% suplementado con extracto de levadura en una relacion C/N
de 14, sustentado en el hecho de que en los cultivos en matraces, las condiciones de 3 y

5 % no mostraron diferencias significativas.

Al realizar cultivos en esta condicion, no se esperaba aumentar la produccion, pero si una
reduccion en el consumo de materias primas y por lo tanto en el gasto proveniente de esa
fuente. Los cultivos lote alimentados, se realizaron bajo las mismas condiciones de los
cultivos con melaza al 5 %, salvo que en esta ocasioén, los pulsos de alimentacion se
realizaron a las 16, 28 y 44 h, debido a que la solucién de alimentacién contenia una menor
cantidad de azucares reductores, por lo que se agota con mayor rapidez.
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Figura 9.6 Perfiles de oxigeno disuelto y agitacion en cultivos lote-alimentado de A.
vinelandii OPNA, con medio melaza 3 %- E.L.

En estos cultivos, la tensién de oxigeno disuelto se mantuvo en promedio a 4.9 % + 2.5,
después de las 5 h y se alcanz6 una agitacion maxima de 661 rpm, lo que indica que la
agitacion requerida para mantener el oxigeno disuelto es menor que en los cultivos con

melaza al 5 %.

Al emplear el medio con melaza al 3 % suplementado con extracto de levadura, se observa
que la velocidad de crecimiento es similar a la obtenida en los cultivos desarrollados con
melaza al 5 % (0.15 vs 0.14 h''); ademas de que se repite la caida en y durante el primer
pulso, pero no asi en el segundo, donde en esta ocasion se mantiene la misma velocidad

de crecimiento (Tabla 9.7).

Una explicacion de la caida en el crecimiento, puede estar relacionada con un efecto

inhibitorio por las sustancias que pudieran estar presentes en la melaza, tal como se habia
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mencionado para los cultivos en matraz. Sin embargo, en los cultivos lote-alimentado
aumenta la posibilidad de observar dicho efecto, ya que se adicionan las soluciones
concentradas de melaza. Inmediatamente después de la alimentacion, los azucares
disponibles se consumen por el microorganismo, caso contrario a las sustancias no
metabolizables (cenizas y/o metales pesados), que a lo largo de la fermentacién se
acumulan en el medio y que podrian ser potencialmente téxicas. Siguiendo este
razonamiento, el efecto se veria acentuado a una concentracion mayor de melaza, tal

como ocurre en el medio al 5 %.

Tabla 9.7 Parametros cinéticos y estequiométricos de cultivos lote alimentados de A.

vinelandii OPNA en medio melaza 3 % suplementado con extracto de levadura.

Parametro Etapa lote 1er pulso 2do pulso 3er pulso
M (h-1) 0.15 0.05 0.05 0.01
gs (gs/Lh) 0.85 1.46 1.16 0.53
Prod. Vol. (g/Lh) 0.23 0.39 0.44 0.18
Y x/s (gx/gs) 0.089 0.059 0.071 0.078
Y P/s (gP/gs) 0.284 0.327 0.287 0.422

En cuanto a los azucares, la velocidad de consumo es similar en los cultivos con melaza
a 3y 5 %. Sin embargo, el rendimiento con base a proteina y producto son mayores en
los cultivos al 3 %. Lo anterior indica que la condicion melaza al 5 % e no favorece a la
bacteria y por lo tanto no hay crecimiento ni produccion adecuada, pese a que tiene

nutrientes suficientes y no se encuentra limitado por oxigeno.
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Figura 9.7 Cinética de crecimiento con base en proteina y biomasa (A), consumo de azucares
reductores (B), produccion y acumulacion de PHB (C), en cultivos lote alimentado de
A. vinelandii OPNA con melaza 3%- E.L. en fermentador de 3 L

En cuanto a la produccion de biomasa, en ambas condiciones (3 y 5 %) se obtienen

cantidades similares (28.4 y 28.3 g/L, respectivamente), a pesar de que al 5% de melaza
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hay una disponibilidad mayor de azucares reductores. Otro aspecto que parece
favorecerse en los cultivos con melaza al 3% y que contribuye a que la cantidad de
biomasa sea similar en ambas condiciones, es la acumulacion del polimero, ya que
durante la etapa de alimentacion se encuentra en 63.8 %+ 4.9 con base en peso seco;
mientras que en los cultivos con melaza al 5 % el valor de acumulacion en el primer y
segundo pulso es de 51.5 % * 3.0 y posteriormente desciende hasta valores de 30 %.En
los cultivos con melaza al 3 % se alcanza una produccién de 17.9 g PHB/L a las 56 h de

cultivo.

Una situaciéon que llama la atencion y que se habia discutido anteriormente en los cultivos
en matraz, es que los valores de acumulacién nunca llegan a ser tan elevados como en
los cultivos con sacarosa (> 80 %), lo que de cierto modo, confirma que al emplear melaza
no se favorece la acumulacion de polimero, ya que a pesar de que se brindan las
condiciones propicias para la produccién del producto, no se ve reflejado en los titulos

alcanzados.

Al comparar ambos medios en cultivos lote-alimentado, se pudo observar que la condicidon
de melaza a 3 % resulta una mejor opcién, puesto que se obtiene una mayor produccién
de polimero, empleando una cantidad menor de materias primas, ademas de que el
consumo de potencia es menor. Aun con las mejoras, la produccion es baja respecto a los

cultivos con sacarosa.

56



Para conocer si efectivamente habia una disminucién de costos por materia prima, se

realizd un analisis de costos de sustratos, el cual se muestra en la.Tabla 9.8

Tabla 9.8 Analisis de costos por sustrato de cultivos lote alimentados con sacarosa y

melaza 3% suplementado con E.L.

Costo

Fuente de Cantidad Costo por Cantidad por Kg (igtsatlo
Carbono (kg) Kg (USD) E.L. (kg) E.L (USD)
(USD)
Sacarosa 2.47 0.7 1.23 36 6.03
Melaza 3% 7.61 0.1 1.01 ’ 4.44

Se observa que hay una disminucion del costo de sustrato de 1.6 ddlares por kg de PHB
producido cuando se emplea la melaza al 3 %, respecto a los cultivos donde se emplea
sacarosa. Sin embargo debe considerarse que, a pesar de esta reduccién en el costo por
sustrato, el proceso de esterilizacion representaria una dificultad operacional a nivel
industrial, ya que se requiere una etapa de centrifugacion y filtracién de la melaza, tal y
como se describié previamente. Es importante sefalar que cada operacion unitaria
adicionada al proceso implica un gasto extra de energia, que no se tendria al emplear un
medio basado en sacarosa y extracto de levadura, donde el procedimiento de
esterilizacion es el convencional. Debido a lo anterior, el ahorro que pudiese producirse al
emplear melaza como sustrato de bajo costo, se contrarresta con el gasto energético que

implica su esterilizacion.

Por las razones mencionadas anteriormente, se decidid realizar el escalamiento del
proceso en cultivos en tanque agitado de 30 L empleando el medio basado en sacarosa y

extracto de levadura con una relacién C/N de 14.
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9.5 Etapa 3. Escalamiento a Biorreactor de 30 L

Debe mencionarse que los cultivos realizados en fermentador de 30 L son un primer
acercamiento al escalamiento, puesto que éste, es un proceso de iteracion en el que al

final se seleccionan las condiciones que favorecen la produccion del polimero.

Figura 9.8 Perfil de tension de oxigeno disuelto (TOD) de cultivos alimentados de A.
vinelandii OPNA realizados por Sanguino, en medio sacarosa y extracto de
levadura.

10 ., . .
o establecio que los cultivos lote-alimentado

Como se menciono anteriormente, Sanguino
podian realizarse sin control de oxigeno disuelto. Este autor empled una agitacion
constante de 500 rpm (0.15 W/L) en la etapa lote y 700 rpom (P/V = 0.89 WI/L) en la etapa

de alimentacion para asegurar la transferencia de oxigeno. Sin embargo, el oxigeno

. . . ‘2 . (10)
disuelto se elevd a valores cercanos a 20 % en la etapa de alimentacion (Figura 9.8) .
A pesar de que operacionalmente pueda ser mejor opcion mantener una agitacion

constante, la tension de oxigeno disuelto se encuentra en un rango que no favoreceria la

produccion de PHB(13’23).
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El equipo logré controlar el oxigeno disuelto a 4.3 % * 1.2, a través de agitacion, que
alcanzé una velocidad maxima de 563 rpm (Figura 9.9), lo que equivale a una potencia

volumeétrica de 3.1 W/L.

Respecto al crecimiento, en la etapa lote se encontré la misma velocidad especifica de
crecimiento que en los cultivos en matraz (0.09 h') y posteriormente una caida en este

parametro.

Figura 9.9 Perfiles de oxigeno disuelto y agitacion en cultivos lote-alimentado de A.
vinelandii OPNA, con S-E.L.
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Cabe destacar que la p en la etapa lote de los cultivos con sacarosa, no alcanzan los

valores obtenidos en los cultivos con melaza de cafa al 3y 5 % (0.14 y 0.15 h™,
respectivamente), a pesar de que ambos cultivos se desarrollan con la misma relacion

C/N y sin limitacién de oxigeno. Este aumento en la velocidad de crecimiento al emplear

melaza, habia sido observada anteriormente en la cepa A. vinelandii UWD por Page(zg) y

la atribuye a otro tipo de sustancias presentes en la melaza (acidos organicos, sales,

(30) . .
) que favorecen el crecimiento respecto a medios con

compuestos nitrégenados, etc
sacarosa. En este caso, es probable que a pesar de que ambos cultivos estén
suplementados con extracto de levadura, la melaza aporte compuestos que favorezcan el

crecimiento y que no estén presentes en el extracto de levadura.

Tabla 9.9 Parametros cinéticos y estequiométricos de cultivos lote alimentados de A.

vinelandii OPNA en medio sacarosa - extracto de levadura.

Parametro Etapalote 1er pulso 2do pulso 3er pulso

u (h1) 0.090 0.050 0.060 0.030
gs (gs/gxh) 2.834 0.672 3.771 1.483
Prod. Vol. 0.39 0.14 0.22 -
(g/Lh)
Y x/s (gx/gs) 0.032 0.074 0.016 0.020
Y pis (gr/gs) 0.308 0.062 0.083 -

A las 52 h de cultivo, se alcanzaron 31.58 g/L de biomasa con una acumulacion de
polimero del 65.9 % + 2.9 y por lo tanto una produccion de 20.81 g PHB/L (jError! No se
ncuentra el origen de la referencia.jError! No se encuentra el origen de la
referencia.). En las horas posteriores se observa un detrimento en la producciéon de PHB,

lo que probablemente se deba a un efecto de lisis, como se explicé anteriormente. Para
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determinar si las células estan lisandose, podria efectuarse un analisis de viabilidad, para
cuantificar si en las ultimas horas del cultivo esta disminuyendo el numero de células

viables.

Figura 9.10 Cinética de crecimiento con base en proteina y biomasa (a), consumo de
azucares reductores (b), produccién y acumulacion de PHB (c), en cultivos lote
alimentado de A. vinelandii OPNA con S.-E.L.. en fermentador de 30.0 L
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Respecto a los valores de acumulacion de PHB, se observa que en ninguna etapa del
cultivo se alcanzan porcentajes mayores al 70 %, es decir, que las condiciones no
favorecen la acumulacién del polimero, pues se sabe que se puede alcanzar hasta 90 %

con base en peso seco.

La produccion obtenida de PHB en 3 L por Sanguino(m) es significativamente mayor(33.6
g/L) que los cultivos realizados en tanque agitado de 30.0 L (20. 74 g/L). Lo que por un
lado, se debe a que la produccién de biomasa en menor (42.0 g/L vs 31.6 g/L PHB),

ademas de que la acumulacion es mas baja (Figura 9.11).
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Figura 9.11 Acumulacion y produccion de PHB en cultivos de A. vinelandii OPNA a
diferentes escalas

Sin embargo, la diferencia en la produccién, no se ve reflejada en la productividad, pugesto
que se obtienen 0.5 g/Lh en el proceso de Sanguino y 0.4 g/Lh en el fermentador de 30.0

L.

Esto se debe a que la mayor concentracién de PHB en los cultivos en 30.0 L se alcanzé

en menor tiempo. Lo que implica una ventaja operacional puesto que se esta
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disminuyendo el gasto de energia, al disminuir el tiempo de fermentacion en al menos 12

h.

A pesar de que la produccion obtenida en el escalamiento no es la que se esperaba, brinda
informacion importante, que en el futuro permitird afinar el proceso y brindar las

condiciones adecuadas para la produccion del polimero.

Una posible estrategia para aumentar la acumulacion del polimero seria disminuir la TOD,
a valores menores de 4 %, lo que ademas de aumentar el valor de acumulacion,

adicionaria una ventaja operacional al utilizar valores de potencia volumétrica menores.
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10 CONCLUSIONES

- En cultivos en matraces, el medio con melaza de cana, suplementado con extracto
de levadura, permite tener una produccién de PHB similar a la alcanzada con el

medio sacarosa- extracto de levadura.

- El medio de cultivo con melaza de cafa suplementado con extracto de levadura, en
cultivos lote-alimentado de A. vinelandii permite reducir el gasto proveniente de
sustrato por kilogramo de polimero. Sin embargo, resulta inviable utilizarlo debido a

que el proceso de esterilizacion resulta complicado y costoso.

- Al realizar el escalamiento de fermentadores de 3 a 30 L, se obtiene un valor de
produccion de PHB menor; sin embargo, los valores de productividad son similares en
ambos procesos, lo que indica que el escalamiento fue exitoso en términos de este

ultimo parametro.
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11 PERSPECTIVAS

e Monitorear el peso molecular del polimero en cultivos lote-alimentado de 30,0 L,
para determinar si permanece constante o existen variaciones a lo largo del

proceso.

o Evaluar estrategias de alimentacion distintas a las que se han estudiado hasta

ahora, como la alimentacién lineal, buscando aumentar la produccién del polimero.
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