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RESUMEN

Este trabajo tuvo como objetivo disefiar una estrategia de cultivo para producir poli-3-hi-
droxibutirato (PHB) utilizando la cepa mutante Azotfobacter vinelandii OPNA. Este polimero tiene
ventajas competitivas por su biodegradabilidad y biocompatibilidad y puede llegar a tener un
alto peso molecular. La cepa OPNA es sobre productora de PHB debido a modificaciones en los
sistemas de regulacién negativa en la via de sintesis de PHB y tiene la capacidad de crecer en
diferentes sustratos de carbono y nitrdgeno. En una primera etapa, se definié un medio de culti-
vo que favoreciera el crecimiento y la produccién de PHB. El medio utilizado en este trabajo se
basé en sacarosa y extracto de levadura con una relacion carbono/nitrogeno (C/N) 14, con el
cual se obtuvo mayor cantidad de PHB respecto a otros medios que contienen peptona como
fuente nitrogenada. En particular, se ha encontrado que la peptona disminuye el crecimiento por
lo que se propuso un medio de cultivo libre de ella. Posteriormente, se desarrollé una estrategia
de cultivo con alimentacion intermitente basado en el consumo de sacarosa y sin control de oxi-
geno disuelto ya que se sabe que la tasa de consumo de oxigeno de la cepa OPNA es menor
que la parental. A partir de esta estrategia se logré producir alta densidad celular obteniendo
hasta 80 % de acumulacion de PHB por célula. Se logré alcanzar una concentracion volumétri-
ca de 32 g/L de PHB y una productividad de 0.69 g/Lh, los cuales representan casi 20 y 40 %
mas que lo obtenido con las estrategias similares, respectivamente. El mejoramiento de estos
procesos basado en las técnicas de la biotecnologia es una alternativa para obtener productos
de alto valor agregado capaces de competir con aquellos derivados del petréleo.



1
INTRODUCCION

Hoy en dia, uno de los problemas que enfrenta el hombre es la contaminacion por resi-
duos sdlidos a costa del confort en la vida cotidiana. La acumulacion de estos residuos, particu-
larmente los de material plastico, hace necesario invertir en sistemas complicados de recolec-
cion y confinamiento de desechos (Salehizadeh y Van Loosdrecht, 2004). Aunado a lo anterior,
estos materiales provienen directamente de los productos derivados del petréleo, lo cual conlle-
va otros tipos de contaminacién, ademas de la advertencia de la extincion de estos recursos
naturales.

Dos de los plasticos mas utilizados son el polietileno y el polipropileno, cuyas caracteris-
ticas fisicas los hacen adecuados para multiples aplicaciones. De algunas décadas a la fecha,
la busqueda de alternativas para la reduccion y/o sustitucion de estos materiales ha permitido la
generacion de procesos y productos mas amigables con el ambiente, pero econédmicamente
inviables. Para este caso, los microorganismos son una fuente inagotable de recursos que se
han utilizado para diversos propdsitos tales como: la generacién de energia, el control bioldgico,
la produccion de aditivos alimenticios y la sintesis de biomateriales, entre otros. Particularmen-
te, los bioplasticos ofrecen la oportunidad de reemplazar a aquellos derivados del petréleo, de-
bido a que poseen propiedades funcionales similares. EIl mas comun de estos materiales es el
poli-B- hidroxibutirato (PHB), el cual pertenece a la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA). El
PHB tiene caracteristicas que lo distinguen de los plasticos derivados del petréleo, como son su
biodegradabilidad y su biocompatibilidad. Estas propiedades ofrecen ventajas en el uso del PHB
para ciertas aplicaciones en medicina, en el empaquetamiento de alimentos, entre otros (Kes-
havarz y Roy, 2010). Sin embargo, el costo de produccion del PHB aun es alto con respecto a
los plasticos sintéticos usados actualmente, lo cual no lo hace competitivo para su comercializa-
cion (Sathiyanarayanan et al., 2013). En comparacién con el polipropileno, por ejemplo, el costo
por kilogramo de éste es de USD $0.70; mientras que, el costo del PHB oscila entre USD $2 -5
por kilogramo (Chanprateep, S., 2010).

Existen algunas alternativas que se proponen en investigaciones actuales para abordar
este problema. Entre ellas, esta la modificacion genética del microorganismo, el disefio de me-
dios de cultivo, asi como estrategias de cultivo celular en sistemas lote alimentado (Salehizadeh
y Van Loosdrecht, 2004). En el grupo de investigacion se trabaja en el disefio de estrategias de
fermentacion con cepas de Azotobacter vinelandii modificadas con la finalidad de mejorar la
produccion y calidad del PHB. Parte de la estrategia propuesta en este trabajo es la modifica-
cion de un medio de cultivo, esto se hizo con el fin de buscar alternativas para disminuir los cos-
tos de produccidon ya que el sustrato contribuye al 40-50 % del precio final del producto. Ade-
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mas, se midio el peso molecular del polimero como medida de la calidad del producto, puesto
que con estas caracteristicas se puede considerar una posicion en el mercado de alto valor
agregado. Aun que estamos lejos de los fines anteriores, este trabajo arrojo resultados inter-
esantes que pudieran servir como base para mejorar las alternativas. En este trabajo se buscé
disefiar una estrategia de fermentacién de alta productividad para la produccién de PHB de alto
peso molecular con una cepa modificada genéticamente de A. vinelandii en cultivos lote alimen-

tados.



2
ANTECEDENTES

2.1. Polihidroxialcanoatos.

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son polimeros termoplasticos con propiedades fisico-
quimicas y funciones similares a los materiales derivados del petréleo sintetizados por una gran
variedad de microorganismos (Salehizadeh y Von Loosdrecht, 2004). Ademas de tener un papel
importante en la fisiologia celular de las bacterias, son biodegradables y pueden ser producidos
a partir de fuentes renovables como azucares y acidos grasos (Patel et al., 2009). Estos polime-
ros se acumulan en la célula como reserva de carbono y energia, cuando una fuente de car-
bono se encuentra disponible en exceso y si algun nutriente como nitrégeno, fésforo, hierro,
magnesio, potasio u oxigeno esta limitado (Kessler y Witholt, 2001). Sin embargo, en condicio-
nes limitantes de sustrato, el PHA puede ser degradado por depolimerasas durante el metabo-
lismo celular (Kessler y Witholt, 2001; Patel et al., 2009).
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Figura 2.1. Estructura quimica de un polihidroxialcanoato (Misra et al. 2006).

Los miembros mas comunes de esta familia son el poli-B-hidroxibutirato (PHB), poli-4-
hidroxibutirato (P4HB), el poli-B-hidroxioctanoato (PHO), los copolimeros de - hidroxibutirato/3-
hidroxivalerato (PHBV) y B-hidroxibutirato/p-hidroxihexanoato (PHBHHXx). De éstos, el PHB es el
que ha recibido mas atencion, porque es sintetizado de manera natural por mas de 90 especies
de microorganismos y se ha encontrado que tiene una alta compatibilidad con el cuerpo hu-
mano, la cual se confirma por la generacion de productos no téxicos que son absorbibles por
vias metabdlicas naturales (Ozdil y Aydin, 2014).

El PHB es un poliéster con un grupo metileno (-CH2-) en su cadena alifatica principal y
un grupo alquilo (-CHs) en el carbono B (figura 2.1), que puede alcanzar un peso molecular de
hasta 10000 kDa (Pena et al. 2014). Su uso se ha explorado en la ingenieria de tejidos para la
construccion de nervios y huesos. No obstante, su fragilidad (quebradizo), su alto grado de cris-
talinidad, su caracter rigido e hidrofébico y su baja rapidez de degradacién (en comparacion con



otros biomateriales) limitan su manipulaciéon y funcién para esas aplicaciones (Ozdil y Aydin,
2014).

2.2. Aplicaciones del PHB

Actualmente, existe un uso excesivo de productos plasticos derivados de la industria pe-
troquimica en el mundo, tal que la produccion de éstos a nivel global se elevo a 245 millones de
toneladas en el 2008. Se ha sugerido al PHB (y otros biomateriales) por su naturaleza biode-
gradable como sustituto de estos. Sin embargo, en el caso del PHB, las propiedades no cum-
plen con los requerimientos mecanicos para soportar las condiciones de fabricacion, por lo que,
hasta ahora, no resulta adecuado para este tipo de aplicaciones. Con la opcién de subsanar
esas limitaciones, se esta estudiando el mejoramiento de las propiedades mediante la combina-
cion del PHB con materiales plastificantes y/o la sintesis de copolimeros (Ozdil y Aydin, 2014).
En la década de los noventa, la compafia Imperial Chemical Industries produjeron el copolime-
ro poli-B-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato [P-(HB-co-HV)] y lo utilizaron para la fabricaciéon de
envases de jabon liquido para el cabello (Page y Cornish, 1993).

Cuadro 2.1. Aplicaciones del poli-B-hidroxibutirato en funcién del peso molecular (Pefia et al.

2014).
PHB Andamios osteoblasticos. 220
(Bajo peso molecular)
Andamios de nanofibra para 144
huesos.
PHB Nanoparticulas para liberacion 350

de acido retinoico.

Microcapsulas. 300
Andamios y otolitos. 300
Andamios 3D. 524
PHB Andamios para ingenieria de 890
(Ultra alto peso molecular) tejidos.
Andamios para células 1143
nerviosas.

La ventaja de la biodegradabilidad y biocompatibilidad de estos productos, particular-
mente del PHB, les confieren la oportunidad de explotarse en aplicaciones médicas, especifi-
camente en productos cardiovasculares como parches en el pericardio, andamios para la rege-

neracion de tejidos arteriales, injertos vasculares y valvulas cardiovasculares; en la reparacion



de tejidos nerviosos, en tratamientos dentales y maxilofaciales, en procedimientos ortopédicos y
uroldgicos y en la aplicacion de suturas y apdsitos (Keshavarz y Roy, 2010). En el cuadro 2.1 se
muestran las aplicaciones de este polimero con diferentes pesos moleculares. Se ha explorado,
también, su uso en aplicaciones farmacéuticas, en agricultura, industria de alimentos, asi como
en la sintesis de productos quimicos puros enantioméricos y en la industria de pinturas (Sathi-
yanarayanan et al., 2013).

2.3. Azotobacter vinelandii

Una gran diversidad de bacterias tienen la capacidad de sintetizar el PHB y entre ellas,
algunas de las mas utilizadas son Bacillus megaterium, Cupriavidus necator, Alcaligenes latus,
Azotobacter vinelandii y cepas recombinantes de Escherichia coli (Keshavarz, y Roy, 2010).
Kulpreecha et al. (2009) trabajaron con la cepa B. megaterium BA-019, una bacteria gram-posi-
tiva productora de PHB que puede acumular hasta 60 % de PHB por peso seco celular, utilizan-
do diferentes fuentes de carbono y nitrégeno de bajo costo. ElI-Sayed et al. (2009) utilizaron las
cepas Ralstonia eutrophus (conocida como Cupriavidus necator) ATCC17697 y Alcaligenes la-
tus ATCC29712 para comparar diferentes estrategias de fermentacién con la finalidad de mejo-
rar la rentabilidad del proceso de produccién de PHB. Estas dos cepas tienen la capacidad de
acumular PHB hasta 60 % del peso seco celular bajo condiciones de limitacion de nitrégeno.
Por su parte, Chen y Page (1997), han estudiado la produccion de PHB con la mutante de A.
vinelandii UWD (sobre productora de PHB) evaluando diferentes fuentes de carbono. Esta cepa
puede sintetizar PHB en la fase de crecimiento sin necesidad de una limitacién nutricional y
puede acumular hasta 85% del polimero por peso seco celular.
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Figura 2.2. Fotografias de Azotobacter vinelandii ATCC9046 (a), OP (b) y OPNA (c).

Entre las fuentes bacterianas para producir biopolimeros, destaca A. vinelandii como uno
de los microorganismos con potencial para producir PHB y alginato (Setubal et al. 2009). A. vi-
nelandii es una bacteria Gram-negativa de la familia de Pseudomonadaceae, es fijadora de ni-
trégeno, aerobia estricta y tiene una de las tasas mas altas de respiracion que se conoce (Da-
wes, 1988). Se puede encontrar en los suelos y es de importancia en la agricultura. Tiene la ca-
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pacidad de formar quistes lo cual la hace resistente a la desecacion y otros efectos ambientales.
Uno de los componentes mas importantes de los quistes es el alginato que participa también en
la regulacion de la transferencia de oxigeno para el sistema nitrogenasa sensible a este com-
puesto (Setubal et al. 2009). Por su parte, el mayor componente de los quistes es el PHB, el
cual se utiliza como fuente de carbono y energia pero se ha observado que no es esencial para
el proceso de enquistamiento, al menos en condiciones de laboratorio (Segura et al. 2014). Las
cepas mutantes de A. vinelandii pueden acumular hasta el 85 % de PHB por peso seco celular
bajo diferentes condiciones de cultivo (Pefia et al. 2014). En la figura 2.2 se muestran las foto-
grafias de estas cepas y se observa claramente los granulos de PHB formados en el interior de
las células. Sin embargo, en las cepas modificadas genéticamente de A. vinelandii que solo
producen PHB, la limitacion de oxigeno deja de ser un factor esencial en la acumulaciéon de
PHB pero si en el crecimiento de la bacteria.

2.4. Biosintesis de PHB y su regulacion en A. vinelandii.

La sintesis de PHB en las bacterias se promueve en condiciones no balanceadas de nu-
trientes: la fuente de carbono debe estar en exceso y otro componente debe estar limitado. La
fuente de carbono se metaboliza, en el caso de A. vinelandii, en la via de Entner-Doudoroff has-
ta formar el piruvato y, mediante la piruvato deshidrogenasa, el acetil-CoA, precursor del hidro-
xibutirato. La via de sintesis del PHB consiste en tres pasos enzimaticos: dos moléculas de ace-
til-CoA se condensan para formar acetoacetil-CoA mediante la enzima B-cetotiolasa, posterior-
mente el acetoacetil-CoA se reduce mediante la acetoacetil-CoA-reductasa para generar el D-3-

hidroxibutiril-CoA y éste ultimo es polimerizado a poli-B-hidroxibutirato mediante la PHB sintasa,

liberando las moléculas de CoA (Figura 2.3).

En A. vinelandii, el oxigeno es el componente limitante que esta involucrado en la regu-
lacion de la via de sintesis de PHB. La limitacion de oxigeno tiene el efecto de hacer lento el
ciclo de acidos tricarboxilicos (TCA) por la falta de aceptores finales de electrones, generando
poder reductor y acumulando acetil-CoA. El exceso de acetil-CoA activa la enzima B-cetotiolasa,
canalizando este metabolito hacia la sintesis de PHB. En el caso contrario, si el oxigeno se en-
cuentra en exceso, la B-cetotiolasa se inhibe alostéricamente, disminuyendo la sintesis de PHB
y dirigiendo el acetil-CoA hacia el TCA (Dawes, 1988).
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Figura 2.3. Mapa metabdlico de la sintesis y degradacién de PHB en Azotobacter vinelandii.
Adaptado de Dawes, (1988).

En estudios con esta bacteria, se ha observado la influencia del oxigeno disuelto en la
acumulacion de PHB. Castillo et al. (2013), encontraron que las condiciones de aireacion en
matraces agitados influye en la sintesis de PHB en la cepa silvestre ATCC9046 favoreciendo su
crecimiento cuando se tuvo alta aireacion. Diaz-Barrera et al. (2015), por otro lado, observaron
que la sintesis de PHB esta influenciada por la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) en
la cepa que no produce alginato, OP, cuando fue cultivada en tanques agitados y variaron la
velocidad de agitacién. Estos autores encontraron que la acumulaciéon de PHB aumenta cuando
la VTO es menor en el cultivo y con ello, confirman que la limitacion de oxigeno promueve la
acumulacién del polimero en respuesta al estrés generado en la bacteria.

2.5. Cepas de A. vinelandii modificadas genéticamente.

En el grupo de investigacion, se trabaja con cepas de A. vinelandii modificadas genéti-
camente en los sistemas de regulacion negativa que controlan la sintesis de PHB (Figura 2.4).
En trabajos previos, se ha utilizado la cepa A. vinelandii OP la cual tiene una mutacion esponta-
nea en el gen algU (algl), el cual codifica para un factor sigma involucrado en la transcripcion
de genes de sintesis de alginato y en genes cuyos productos estan involucrados en las cadenas
respiratorias. En el Departamento de Microbiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia-
UNAM, se ha estudiado la genética de esta cepa y se han disefiado cepas mutantes capaces
de acumular mayor cantidad de PHB. Una de ellas es la cepa A. vinelandii OPN, la cual tiene
inactivado el gen ptsN, el cual codifica para la proteina IIAN' del sistema fosfotransferasa de-
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pendiente del fosfoenolpiruvato asociado al nitrégeno y que es un regulador negativo de la ex-
presion del gene phbB (Pefa et al., 2013). Otra de las cepas mutantes es A. vinelandii OPNA,
que ademas de tener la modificacion en el sistema regulador anterior, tiene inactivado el gen
rsmA, el cual codifica para un regulador negativo a nivel postranscripcional de los genes phb-
BAC y phbR (figura 2.4, Hernandez-Eligio et al, 2012).

Piruvato

X\‘/ - Fosfoenolpiruvato

e m e

5@
, ?

phb5>1 pth>( phbC >

| Je |
o |
ﬁ:ﬁ :::::::::::::;\‘_____..[/'I O B-cetotiolasa O

(O / Acetoacetil-CoA- .
\ reductasa PHB sintasa

Figura 2.4. Esquema de la modificacién genética en la sintesis de PHB en A. vinelandii OPNA (Pefia et
al. 2014). Estan representados las dos regulaciones negativas que estan suprimidas: rsmZ/
rsmAy IIANr,

En el cuadro 2.2 se comparan las producciones volumétricas de estas cepas. Pefa et
al., (2013) comprobaron el efecto de la mutacién en la cepa OPN respecto a la producciéon de
PHB y obtuvieron una mayor cantidad de polimero respecto a la cepa de la cual se derivo (OP).
Por su parte, Garcia (2013), utilizd la cepa OPNA para maximizar la produccién volumétrica de
PHB y confirmé que la cantidad de PHB producida es mayor con respecto a la cepa parental.
Este autor seleccion6é un medio de cultivo (PY), condiciones de oxigeno disuelto y estrategias
de alimentacion en cultivos alimentados que favorecieron el crecimiento celular y la acumula-
cion del polimero. En la siguiente seccién se abordara con detalle los resultados de ese trabajo.

2.6. Produccion de PHB por A. vinelandii OPNA

Existen diversos trabajos en la literatura en los que se han estudiado varias estrategias
para mejorar la producciéon de PHB con distintas cepas como ya se menciond anteriormente. En
esos trabajos, los parametros mas importantes que se toman en cuenta para evaluar la rentabi-
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lidad de la estrategia son la acumulacién del polimero (productividad especifica) y la productivi-
dad volumétrica. En los procesos con biorreactores se han alcanzado de 40 a 85 % de acumu-
lacion de PHB y productividades entre 0.1 a 1.2 g/L-h con diferentes estrategias y con diferentes
microorganismos, tales como B. megaterium, A. latus, C. necator y A. vinelandii (Chen y Page,
1997; Kulprecha et al. 2009; El-Sayed et al. 2009). De éstos, el ultimo particularmente, ha pro-
porcionado rendimientos de PHB superiores a los reportados con otras cepas estudiadas.

La produccion de PHB en cultivos de A. vinelandii dependen de diversos factores, entre
los que destacan principalmente la transferencia de oxigeno y el medio de cultivo. En este gru-
po de investigacion, Garcia et al. (2014), trabajaron con la cepa OPNA de A. vinelandii en culti-
vos alimentados, con la estrategia que se muestra en la figura 2.5 y lograron obtener 27 g/L de
PHB, controlando la TOD a 4 %, enriqueciendo el aire con oxigeno y usando el medio de cultivo
PY (sacarosa, peptona y extracto de levadura). La importancia de estos resultados radica en
que no se habia alcanzado esta concentracién de PHB para las cepas modificadas de A. vine-
landii disefiadas en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.

Cultivo Alimentacion Alimentacion
Lote exponencial intermitente

Figura 2.5. Diagrama de flujo de la estrategia de cultivo lote alimentado propuesto por Garcia, et al.
(2014).

2.6.1. Medio de cultivo

Para las cepas de A. vinelandii se han disefiado medios de cultivo para diversos fines.
En este caso, el medio PY, que contiene sacarosa, extracto de levadura y peptona, se utiliza
para mejorar la acumulacion de PHB en la célula y en el trabajo de Garcia et al. (2014); se utili-
za como medio base para la estrategia de produccion de PHB. Sin embargo, estos autores en-

Cuadro 2.2. Producciones volumétricas (concentracén) y especificas (cantidad de PHB respecto
a cantidad de biomasa seca) de PHB en matraces agitados con diferentes cepas de
Azotobacter vinelandii. NR: No reportado.

ATCC9046 Castillo, et al. (2013)
OP 73 3.5 Garcia, et al. (2014)
OPN NR 4.1 Pefia, et al. (2013)

OPNA 75 46 Garcia, et al. (2014)

10



contraron que el crecimiento celular disminuye en la etapa de alimentacién exponencial y se ha
sugerido que algun componente en el medio tiene un efecto inhibitorio sobre el crecimiento de
la bacteria. Page y Cornish (1993), sugieren que la concentracion de glicina proporcionada por
fuentes nitrogenadas complejas como la peptona y los extractos podria causar pleomorfismo en
las cepas de A. vinelandii, ocasionando el debilitamiento de la membrana celular y por consi-

guiente, una disminucién en el crecimiento.

En el sistema de cultivo de las tres etapas de Garcia et al. (2014), al detectar el proble-
ma de la disminucién del crecimiento, se propuso para la alimentacién intermitente utilizar pul-
sos de sacarosa y extracto de levadura. El extracto de levadura proporciona menos glicina al
medio que la peptona utilizada en la estrategia. Con base en lo anterior, es importante buscar
un medio de cultivo libre de peptona y bajo en glicina que promueva el crecimiento celular y la
sintesis de PHB.

2.6.2. Transferencia de oxigeno

El oxigeno disuelto es importante tanto en el crecimiento de Azotobacter como en la sin-
tesis de PHB, por ello, se debe hacer incapié en la utilidad de la mezcla de gases para controlar
la TOD dada la alta tasa de consumo de oxigeno de esta bacteria. Sin embargo, el uso del enri-
quecimiento con oxigeno suele ser muy caro, puesto que se requieren los componentes puros y

su manipulacion en el proceso de produccién es complicado.

Diaz-Barrera et al. (2015), estudiaron el comportamiento de A. vinelandii respecto a los
requerimientos de oxigeno en la produccion de PHB en cultivos lote aireados en tanque agitado
en un rango de 300 a 600 rpm y sin control de oxigeno disuelto. Ellos confirman la menor tasa
de respiracion que tiene la cepa modificada OP, que es tres veces menor con respecto a la de la
cepa silvestre ATCC9046, la cual sintetiza alginato y PHB. Por su parte, Garcia et al. (2014),
indican que la cepa modificada genéticamente A. vinelandii OPNA, en los cultivos alimentados
con control de oxigeno disuelto a 700 rpm, tiene una velocidad especifica de consumo de oxi-
geno de 16 mmol/gprot-h, la cual representa al menos la mitad de la reportada para la misma
cepa silvestre productora de alginato y PHB. Lo anterior representa una oportunidad para mejo-
rar el proceso desde un punto de vista econdmico y operacional, ya que se necesitaria menor
cantidad de oxigeno. De este modo, dada la baja tasa de consumo de oxigeno de la cepa
OPNA (con respecto a las cepas productoras de alginato y PHB) y con base en un analisis teé-
rico de transferencia de oxigeno, el control de la TOD sobre los valores criticos para la cepa po-
dria llevarse a cabo utilizando aire manipulando la velocidad de agitacion.
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2.6.2.1 Efecto de la transferencia de oxigeno sobre el peso molecular del PHB.

Ademas del efecto de la transferencia de oxigeno sobre la produccion de PHB, se ha
encontrado que el peso molecular pudiera ser afectado por este factor. Pefa et al. (2013), reali-
zaron experimentos en matraces, variando el volumen de llenado para modificar la velocidad de
transferencia de oxigeno y midieron el peso molecular en todas las condiciones y reportaron
que el peso molecular del PHB es dos veces mayor cuando la velocidad de transferencia de
oxigeno es baja. La cepa utilizada en ese trabajo fue A. vinelandii OPN (derivada de la cepa
OP), la cual es sobreproductora de PHB. En cierta medida, el peso molecular es un parametro
que representa la calidad del producto y se puede indicar mediante el modulo de Young. Este es
la capacidad de resistencia a esfuerzos mecanicos en el polimero y se muestra en el cuadro 2.3
junto con los pesos moleculares medidos bajo diferentes condiciones.

Cuadro 2.3. Peso molecular y mddulo de Young del PHB sintetizado por la cepa A. vinelandii
OPN en matraces a diferentes condiciones de transferencia de oxigeno (Pefia et al.

2013).
Baja aireacién 3670 560
Alta aireacion 2600 180

Es importante sefalar que las propiedades funcionales del PHB y por tanto sus aplica-
ciones especificas dependen del peso molecular del polimero. Con estos experimentos, se es-
tablece la posibilidad de controlar el peso molecular del PHB variando las condiciones de trans-
ferencia de oxigeno en los cultivos de produccion.

2.6.3. Estrategias de fermentacion para la produccion de PHB.

Previamente se ha documentado que en los sistemas de cultivo lote alimentado se ob-
tiene una alta productividad y alto rendimiento para metabolitos como el PHB, debido a que se
pueden mantener niveles optimos de concentracion de sustrato (Grothe y Chisti 2000; Kanjana-
chumpol et al., 2013) y generar una alta densidad celular (lenczak et al. 2013). Sin embargo, la
viabilidad de este proceso depende de los métodos de alimentacion, del medio de cultivo y la
condicién de oxigeno disuelto. Ademas, es importante resaltar que las propiedades finales del
producto (en el caso del PHB es el peso molecular promedio) juegan un papel importante en el
proceso puesto que determinan la aplicacion a la cual este producto va dirigido. Los regimenes
de alimentacién de este tipo de cultivos varian para cada caso particular dependiendo del méto-
do de control aplicado a la adiciéon de medio de cultivo fresco y van desde el mas sencillo como
la alimentacion intermitente, hasta la alimentacién controlada por la variacion de pH o TOD.
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El-Sayed et al. (2009), utilizando las cepas productoras de PHB R. eutropha y L. latus,
probaron tres estrategias diferentes para la produccién de este polimero y una de ellas, el culti-
vo alimentado por pulsos, resulté la mas efectiva para este proceso. Estos autores reportan que
con el cultivo alimentado intermitente se mejora la productividad en un 100 % con respecto a
otros regimenes de alimentacion como el exponencial y el continuo. Por su parte, Kanjana-
chumpol et al. (2013), estudiaron el proceso de produccién de PHB con la cepa B. megaterium
BA-019 en cultivos con alimentacién intermitente y se obtuvo una productividad volumétrica de
1.73 g/Lh, el cual es uno de los mayores obtenidos para este producto. La alimentacién por pul-
sos es el régimen mas sencillo de manipular y se obtienen resultados de alta densidad celular y
alta concentracién de PHB.

En el estudio realizado por Garcia et al. (2014), se implementd un proceso de tres eta-
pas. En la figura 2.6 se muestra la concentracion de PHB alcanzada y la acumulacion de PHB
durante todo el cultivo alimentado. Como se mencioné en los parrafos anteriores, en esta estra-
tegia se controlé la TOD a 4 % enriqueciendo aire con oxigeno y manteniendo la velocidad de
agitacion a 700 rpm. En la primera etapa de esta estrategia se utilizé el medio PY con sacarosa
en un cultivo tipo lote en el cual la bacteria acumula mas del 60 % en peso de PHB. En la se-
gunda etapa se realizé la alimentacién exponencial del medio PY-sacarosa disefiada para man-
tener la fase de crecimiento de la cepa y en la ultima etapa se realiz6 la adicién de pulsos de
sacarosa y extracto de levadura. Cabe sefialar que en este trabajo no se midié el peso molecu-
lar del PHB, por lo que fue interesante hacerlo en el presente trabajo para explorar su contribu-
cion al proceso.
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25 | Y : * ¢ i
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Figura 2.6. Cinética de acumulacioén (%) y concentracion de PHB (g/L) de Garcia et al. (2014). Las lineas
discontinuas marcan las tres etapas del cultivo alimentado (lote, alimentacién exponencial y
alimentacion intermitente) y las flechas indican el momento del pulso.

La implementacion de las tres etapas de cultivo con diferentes regimenes de ali-
mentacidén hace el proceso complejo de manipular, costoso en tiempo y en materias primas, a
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pesar de la concentracion alta de PHB que se logré obtener (27 g/L) (Garcia et al., 2014). De
este modo, lo que se busca en un proceso de produccion es la eficiencia y la simplicidad con los
maximos rendimientos posibles y se puede lograr con estrategias de ingenieria de cultivos ali-
mentados para este caso. Con base en el trabajo de Garcia et al. (2014), se puede observar en
la figura 2.6 que la alimentacion intermitente (pulsos) proporcioné una produccion neta de PHB
(13 g/L) mucho mayor que la alimentacion exponencial (5 g/L). Por ello, se propone descartar el
modelo de alimentacion exponencial y disefiar modelos de alimentacién mas simples como el

régimen intermitente.

Mediante este tipo de sistemas de fermentacién se pretende mejorar la produccién de
PHB, utilizando menos componentes en el medio de cultivo y en el proceso con la cepa modifi-
cada A. vinelandii OPNA, sobreproductora de PHB. Esta cepa tiene la ventaja de consumir me-
nor cantidad de oxigeno por célula que la cepa parental A. vinelandii OP y sintetiza PHB sin ne-
cesidad de la limitacion nutricional que muchas cepas requieren para este fin. Este trabajo se
enfoca en establecer una estrategia de produccion que permita el crecimiento celular y la sinte-
sis de PHB suprimiendo la cantidad de oxigeno y la cantidad de componentes en el medio de

cultivo.
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3
HIPOTESIS

El cultivo en lote alimentado intermitente de la cepa mutante OPNA de Azotobacter vine-

landii en medio sacarosa - extracto de levadura, bajo condiciones de aireacion no enriquecidas

con oxigeno, permitiran obtener una produccion volumétrica mayor a 27 g/L de PHB de alto

peso molecular (> 1000 kDa).

4
OBJETIVOS

4.1. General
Disefar una estrategia de fermentacion para la produccién de PHB de alto peso molecu-

lar con altos rendimientos en cultivo lote-alimentado intermitente utilizando la cepa mutante
Azotobacter vinelandii OPNA.

4.2. Especificos

- Seleccionar una relacion carbono/nitrégeno de un medio de cultivo libre de peptona

que favorezca el crecimiento y la produccion de PHB de la cepa mutante A. vinelandii OPNA.

- Identificar las mejores condiciones de agitacion para incrementar la sintesis de PHB de

alto peso molecular, sin detrimento del crecimiento celular, en cultivos aireados con la cepa mu-
tante A. vinelandii OPNA.

- Evaluar el régimen de alimentacién intermitente en cultivos con la cepa mutante de A.

vinelandii OPNA bajo condiciones establecidas anteriormente para la producciéon de PHB de alto

peso molecular.
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5
ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

5.1. Esquema general de la estrategia experimental.

Este proyecto se propuso realizarse en dos etapas. En la figura 5.1 se muestra el es-
qguema general de la estrategia experimental. Se utilizara una cepa modificada genéticamente
de A. vinelandii (OPNA) capaz de sobreproducir PHB. En la etapa 1 (matraces) se selecciono el
medio de cultivo compuesto de sacarosa y extracto de levadura variando las relaciones C/N de
manera que promueva el crecimiento celular y la produccién de PHB. En la etapa 2 (tanque agi-
tado) se determinaran las condiciones de agitacién de manera que la tension de oxigeno disuel-
to (TOD) se mantenga arriba del valor critico y que no se vea limitado el crecimiento. A su vez,
se disefara un sistema de fermentacién con alimentacién intermitente que promueva los altos

rendimientos de PHB (27 g/L) sin afectar el peso molecular (>1000 kDa).

i Seleccion de E f  Cultivo lote
t medio de cultivo 5 ¥ alimentado
i Medio de cultivo: Aireacion:
Componentes: Concentracion: | Sacarosa-E.L. > 1 vvm de aire
] Sacarosa »| Sacarosa: 20 g/L / (Etapa 1) Agitacion variable
| Extracto de levadura (E.L.) E. L.: variable ; ¢
: Condiciones controladas: Régimen
Condiciones controladas: . . |  Temperatura: 29 °C < intermitente
Temperatura: 29 °C Relacion C/N: i pH: 7.2 (pulsos)
Agitacién: 200 rpm 10, 14, 18
Volumen nominal: 500 mL
Volumen de llenado: 100 mL
Cultivos en matraces agitados ; Cultivos en tanque agitado

Figura 5.1. Esquema general de la estrategia experimental
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5.2. Materiales y métodos.

5.2.1. Cepa.

La cepa empleada en este estudio fue proporcionada por el laboratorio de la Dra. Gua-
dalupe Espin (IBt-UNAM): A. vinelandii OPNA, mutante derivada de la cepa OP que tiene inacti-
vados los sistemas de regulacion PTSN' y RsmA/RsmZY que actlian negativamente en la sinte-
sis de PHB (Noguez et al., 2006; Hernandez-Eligio et al., 2012).

5.2.2. Preservacion de las cepas.

En las dos etapas de este trabajo la cepa OPNA se mantuvo a 4 °C en cajas Petri con
medio PY (ver cuadro 5.1) solidificado con agar (18 g/L). La preservacion de las cepas se hicie-
ron mediante resiembras mensuales.

5.2.3. Medios de cultivo.

En la primera parte del trabajo se utilizaron cuatro medios de cultivo, tres fueron medios
de sacarosa y extracto de levadura con diferente relacién C/N asi como el medio PY (Segura et
al., 2003). La composicion de los medios de cultivo se muestra en el cuadro 5.1. El pH de los
cuatro medios se ajusté a 7.2.

Cuadro 5.1. Composicién de los medios de cultivo evaluados.

C/N (mol/mol) Sacarosa (g/L) Extracto de levadura Peptona (g/L)
(g/L)
10 20 14 -
14 20 10 -
18 20 7 -
PY (Control) 20 3 5

5.2.4. Cultivos en tanque agitado de 3 L.

Los cultivos en tanque agitado se realizaron en un equipo Applikon (Schiedam, Nether-
lands) de 3.0 L de volumen nominal, con un volumen de trabajo de 2 L, equipado con 2 impulso-
res tipo turbina Rushton (Di/Dt = 0.35 cm) y un difusor de aire con 7 orificios (Figura 5.2). El pH
se midié en linea utilizando un electrodo de pH (Ingold) y se mantuvo constante en 7.2 mediante
la adicion automatica de NaOH 2 N y HCI 2 N. El control de espuma se realizé de forma auto-
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matica con la adicion de antiespumante silicona al 10 % (p/v). La TOD se determiné mediante
un electrodo polarografico de oxigeno y la sefial fue transmitida a un amplificador y adquirida
por una PC Lenovo. El flujo total de aire fue de 2 L/min y se establecieron dos velocidades de
agitaciéon: 500 rpm en la parte lote y 700 rpm en la parte de alimentacion. Los cultivos se reali-
zarona 29 °CypH 7.2
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Motor

= ]
=
— 0O g Sistema de
C) —I(:\ — I I ] / muestreo
11 11 11 1
Entrada | 1 =

s ’/
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Puerto de /
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Electrodo
1 de pH
Electrodo
de oxigeno
9 m=l=n
4 baffles
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D:_:CI

\¥ —/, / Antiespumante

Figura 5.2. Descripcién del tanque agitado Applikon (Garcia, 2013).

Difusor

5.3. Desarrollo de cultivos.

5.3.1. Pre-in6culo

El pre-indculo se desarrollé en cajas Petri con medio sdlido PY, la cajas se sembraron
con la cepa A. vinelandii OPNA y fueron incubadas por 48 h a 29 °C.

5.3.2. Preparacion del indculo para los cultivos en matraz.

El in6culo para el matraz fue preparado en matraces de 500 mL con 100 mL de medio
PY. Los matraces se inocularon con dos asadas de las células generadas en cajas Petri (pre-
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in6culo) y se incubaron a 29 °C y 200 rpm durante 24 h. Posteriormente, se tomaron 10 mL para
inocular los matraces a una relacién 1/10.

5.3.3. Preparacién del indculo para los cultivos en biorreactor.

El in6culo para el biorreactor fue preparado en matraces de 500 mL con 100 mL de me-
dio sacarosa - extracto de levadura C/N 14. Los matraces se inocularon con 2 asadas de las
células generadas en cajas Petri (pre-inéculo) y se incubaron a 29 °C y 200 rpm durante 18 h.
Bajo estas condiciones y mediante una dilucién 1/50 de la muestra, se obtuvo una densidad 6p-
tica (D.O.) de 0.20 + 0.02 a 540 nm.

5.3.4. Analisis estadistico.

Los cultivos en matraces y en tanque agitado se llevaron a cabo por triplicado. Para los
resultados, el valor promedio se calculé con al menos tres cultivos independientes y la desvia-

cion estandar entre las réplicas se presenta como barras de error.

5.4. Determinaciones analiticas.

5.4.1. Cuantificacion de biomasa.
* Biomasa por densidad optica.

Se tomé una alicuota de 1.0 mL del caldo de fermentacion y se hizo una diluciéon 1/50
con agua destilada. Posteriormente, se leyo la absorbancia de la muestra a 540 nm en un es-
pectrofotometro (Varian Cary 1E). Los valores se usaron como manera rapida e inmediata de
determinar el crecimiento bacteriano en el medio (Garcia, 2013).

+ Biomasa por peso seco.

La determinacion de biomasa se llevo a cabo mediante el método gravimétrico de peso
seco. Se tomaron 1 mL de caldo de cultivo y se centrifugaron a 11,000 rpm durante 10 minutos
en una centrifuga (Eppendorf modelo 5804). Se separé el sobrenadante y el paquete celular fue
secado en tubos Eppendorf previamente tarados, por 24 h a 70 °C en una estufa (Felisa). Pos-
teriormente, se colocaron en un desecador durante 1.5 horas hasta llegar a una temperatura
ambiente. Finalmente, se pesaron en una balanza analitica y se obtuvo (por diferencia de peso)

la cantidad de biomasa, expresada en g/L de medio de cultivo (Garcia, 2013).
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5.4.2. Cuantificacion de proteina total en biomasa.

El analisis de proteina se llevé a cabo mediante el método de Lowry et al., (1951). En la
reaccion se forma un color azul cuya densidad optica medida a 625 nm es proporcional a la
cantidad de proteina presente.

Soluciones: A: Na2CO3 2% en NaOH 0.1 N; B: Tartrato de Na 'y K 2%; C: CuSOa4 1 %.
Solucién reactiva: Se mezclé 1 mL de la solucion C, 1 mL de la soluciéon B y 98 mL de la solu-
cion A.

Reactivo de Folin: Se utilizé el reactivo de Folin y se hizo una dilucién 1:2 con agua destilada.

Se tomé 1 mL de la muestra del caldo de cultivo y se centrifugd a 13,000 rpm (Eppendorf
modelo 5804) durante 15 minutos. Se separo el sobrenadante y en el pellet precipitado se hicie-
ron diluciones dependiendo de la cantidad de muestra. Posteriormente, se adicioné 1 mL de la
solucion reactiva, se agité y se dejé reposar 10 minutos. Después, se adicion6 100 pL del reac-
tivo de Folin, se agit6 y se dejo reposar por 30 minutos en oscuridad. Las muestras fueron cen-
trifugadas a 13,000 rpm (Eppendorf modelo 5804) durante 2 minutos para eliminar restos celula-
res. Finalmente, se determind la absorbancia a 625 nm en un espectrofotometro (Varian Cary
1E) contra un blanco constituido de la mezcla de reactivos y utilizando como muestra agua des-
tilada. Adicionalmente, se corrié una curva patron utilizando albumina bovina (Sigma), con las
siguientes concentraciones: 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8 y 1.2 mg/mL (figura. 5.3).

1.6

y = 1.3523x + 0.1074
R2 = 0.9929

Densidad 6ptica a 625 nm
(UA)
(@]
(0]

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1

Albumina bovina (mg/mL)

Figura 5.3. Curva patrén de albimina bovina (BSA) para la cuantificacion de proteina total con el método
de Lowry.

5.4.3. Cuantificacion de sacarosa.

El método de - fructofuranosidasa-DNS se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando
la enzima invertasa y la posterior medicién de los azucares reductores libres por la reduccion
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del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS). En la reaccién se forma un compuesto nitro-aminado colo-
rido (amarillo), cuya densidad 6ptica medida a 540 nm es proporcional a la concentracién de
grupos reductores (Miller, 1959; Pefia et al., 2013).

Solucion de DNS: Se preparé pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y potasio y
10 g de DNS, se mezclaron en 1 L de agua destilada, con adicion lenta del DNS para evitar su
precipitacion.

Amortiguador de citratos pH 4.6: Se preparé disolviendo 0.197 g de acido citrico en 50 mL de
agua destilada. De forma independiente, se disolvié 9.1 g de citrato de sodio en 50 mL de agua
destilada. Posteriormente, se adiciond gota a gota el citrato de sodio al acido citrico hasta al-
canzar un pH de 4.6.

Solucién enzimatica: Se prepardé mezclando 2.5 mg de la enzima B- fructofuranosidasa (Sig-
ma-Aldrich) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.35 M, pH 4.6).

Se tomé una alicuota de 1 mL del caldo de fermentacién y se hizo una dilucién 1/20 con
agua destilada. 0.9 mL de muestra se colocaron en tubos de ensaye de vidrio y se mezclé con
0.1 mL de la solucidén enzimatica. La mezcla se incub6 a temperatura ambiente durante 10 mi-
nutos y posteriormente se adicioné 1 mL de la solucién de DNS a cada muestra. Los tubos se
colocaron en agua en ebullicion durante 5 minutos, e inmediatamente después se enfriaron en
bano de hielo. A cada tubo se le adicionaron 10 mL de agua destilada. Se determiné la absor-
bancia a 540 nm en un espectrofotometro (Varian Cary 1E) contra un blanco constituido de la
mezcla de reactivos y utilizando como muestra agua destilada. Los valores se interpolaron en la
curva patron, la cual se elaboré utilizando soluciones de sacarosa en concentraciones de 0.2,
0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 mg/mL (figura 5.4).

e 0P [=oe2x-00362
c —
E R2 = 0.9909 °
S 045
©
83
E’Q 0.3
©
3
S 015
C
[0]
[m)

0

0 02 04 06 08 1

Sacarosa (mg/mL)

Figura 5.4. Curva patrén de sacarosa para la cuantificacion de sacarosa por el método B-fructofuranosi-
dasa-DNS.
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5.4.4. Cuantificacion de PHB.

La cuantificacion de PHB se realiz6 mediante la conversién a acido crétonico por trata-
miento con H2SO4 concentrado. Las muestras se analizaron por cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC 535, Biotek, Neufarhrn, Germany) utilizando una columna Aminex HPX-87H
(Biorad, Hercules, CA, USA). Se utilizé como fase movil HoSO4 0.014 N a un flujo de 0.65 mL/
min, una temperatura de analisis de 50 °C y un tiempo de corrida de . Se utilizé un detector de
arreglo de diodos (Waters 2996).

Se tomd 1 mL del cultivo y se centrifugd a 13,000 rpm (Eppendorf modelo 5804) durante
10 minutos, se decantd la muestra, se dejé secar y posteriormente se le adicioné 1 mL de Ho-
S04 concentrado. La mezcla se incubd a 90 °C y 700 rpm durante 1 h en un Thermomixer R.
Posteriormente, se dejaron las muestras enfriar y se realizaron diluciones con H2SO4 depen-
diendo de la cantidad de muestra. Se inyectaron 20 puL de cada muestra al HPLC. Los valores
de las areas obtenidas a 220 nm se interpolaron en la curva patron, la cual se elaboré con PHB
comercial (Sigma-Aldrich) disuelto en H2SO4 concentrado a una concentracion de 0.01, 0.025,
0.05y 0.1 mg/mL (figura 5.5) (Garcia, 2013).

14E+07 9 377E+8x - 266531

3 Re = 0.9994
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PHB (mg/mL)

Figura 5.5. Curva patrén de PHB para la cuantificacion de PHB por el método de acido croténico.

5.4.5. Determinacién de peso molecular de PHB

La determinacién del peso molecular de PHB se llevé a cabo por cromatografia de per-
meacion en gel (GPC) usando dos columnas Styragel HMW (HRS5E, Waters) con cloroformo
puro como fase movil y detector de indice de refraccion (Empower). Las condiciones de medi-

cion fueron: flujo de 0.7 mL/min, temperatura de 30 °C, volumen de inyeccién de 50 uL y tiempo
de corrida de 45 min (Pefa et al., 2013).

La extraccion de PHB se realiz6 de la siguiente manera:
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Del caldo de cultivo se tomd 250-500 L, dependiendo de la cantidad de biomasa presente
(se requiere 4-6 g/L aproximadamente), se centrifugd a 11000 rpm (Eppendorf modelo 5804)
por 15 min. Se separo el sobrenadante y se conservo el pellet.

El pellet se lavé con agua milliQ y se centrifugd a 11000 rpm (Eppendorf modelo 5804) por
10 min (dos veces). Se separd el sobrenadante y se conservo el pellet.

Se agregd acetona al pellet y se mantuvo por 10 min (resuspender). Se centrifugé a 11000
rom por 10 min. Se separé el sobrenadante y se conservé el pellet.

Se agrego cloroformo al pellet y se mantuvo durante toda la noche.

Se separé la parte soluble y se le afiadié 1 mL de etanol frio. Se centrifugd a 13000 rpm por
5 min. Se separé el sobrenadante y se secé el pellet (a 60 °C por 2 horas).

Al pellet seco se le agregd cloroformo, se resuspendio y la mezcla se filtré para su analisis.

Se utilizaron estandares de polietileno con diferentes pesos moleculares para tener una

curva patron:

Cuadro 5.2. Estandares de polietileno de diferente peso molecular para la determinacion del peso mole-

cular del PHB.
Estandar Peso molecular (Da) Cantidad pesada (mg)
2.94x103 0.7
5.51x10* 0.8
A
6.66x10° 0.4
3.99x108 0.7
6.18x10°3 0.9
1.33x105 0.8
B
1.28x10° 0.7
5.19x10°¢ 0.5
1.65x104 0.8
c 2.88x10° 0.6
2.35x10° 0.5

5.5. Expresiones matematicas.

5.5.1. Ecuaciones generales para los cultivos microbianos.

Velocidad especifica de crecimiento.

Ec. 5.5.1
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Al integrar la ecuacion y expresarla en funcion de p:

Lnx - Lnx,

H=— Ec.5.5.2
4

Considerando u (h-') como la pendiente de la recta al graficar Ln(x) versus t, en donde x
representa a la biomasa (g/L) y t el tiempo (h).

Velocidad especifica de consumo de sacarosa.
qs=-——— Ec.5.5.3

Considerando dS/dt (g/Lh) como la pendiente de la recta al graficar la concentracion de
sacarosa (S; g/L) versus t (t); siendo x (g/L) la biomasa promedio en ese periodo de tiempo.

Rendimiento de biomasa.

dx
Yy, =—
T Ec.5.5.4

Considerando dx/dS como la pendiente de la recta al graficar la concentracion de bio-
masa (g/L) versus concentracién de sacarosa (g/L).

5.5.2. Ecuaciones generales para los cultivos alimentados en tanque agitado.

En los cultivos en biorreactor, las velocidades de transferencia de oxigeno y de consumo
especifico de oxigeno se calcularon tomando las siguientes consideraciones:
a) el flujo de aire fue constante,
b) la concentracion molar del oxigeno al equilibrio en el flujo de entrada.

A partir de estas consideraciones:

Velocidad de transferencia de oxigeno (VTO,; mmol/Lh).

VTO =k,a (CL" - CL) Ec.5.5.5

En donde: kLa es el coeficiente de transferencia de oxigeno por unidad de éarea, el cual
se calculé empleando el método dinamico dando como resultado un valor 43 h-' medido a 500
rpmy 29 °C; CL (mmol/L) es la concentracion de oxigeno, presente en el reactor, equivalente a
la concentracién molar de oxigeno para las condiciones de TOD.
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Balances generales de biomasa y sacarosa:

d(VCy)
————=FCxp-F,Cxj+ryV
dt
d(vs,)
————=FySy-F;S;+rsV
dt

Ec.5.5.7

Ec.5.5.8

Donde Foy F1 son los flujos volumétricos (L/h) de entrada y salida, Cxoy Cx1 son las con-

centraciones de biomasa (g/L); y So y S1 son las concentraciones de sustrato (g/L) de entrada y

salida, respectivamente. d(VCx)/dt es la acumulacion (g/h) de biomasa, d(VS1)/dt es la acumu-

lacion de sustrato (g/L) y V el volumen de trabajo (L).

Para los cultivos alimentados, los flujos de salida son cero, el volumen cambia y arre-

glando los balances quedan:

VdC, C,dV
+ =FyCyptrxV
dt dt
Vds, S,dV
:FU‘S’U-}- r S V
dt dt

Donde rxy rs, son las velocidades de crecimiento y de

como.
ry=H CX
-rx
’.S:
)/.Y/S

Ec.5.5.9

Ec.5.5.10

consumo de sustrato, definidas

Ec. 5.5.11

Ec.5.5.12
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6
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Cultivos en matraces

6.1.1. Medios de cultivo con la relacion C/N 14.

En esta primera etapa, se evaluaron tres medios de cultivo utilizando sacarosa y extracto
de levadura (SEL) y modificando las relaciones carbono-nitrégeno (C/N). En trabajos previos
con A. vinelandii se us6 un medio de cultivo complejo denominado PY, basado en fuentes nitro-
genadas enriquecidas (peptona y extracto de levadura) que favorecen la acumulacién de PHB
(Page y Cornish, 1993; Garcia et al. 2014). Sin embargo, se ha encontrado que la peptona afec-
ta negativamente el crecimiento celular, por lo que se decidié comparar un medio de cultivo libre
de peptona con la misma relacién C/N, unicamente con sacarosa y extracto de levadura. Los
resultados de las cinéticas se muestran en la figura 6.1.

Se puede observar en la figura 6.1a que el crecimiento se favorece con el medio saca-
rosa y extracto de levadura con respecto al medio PY, con velocidades especificas de creci-
miento de 0.060 + 0.002 y 0.041 + 0.004 h-', respectivamente (cuadro 6.1). Como consecuencia
de lo anterior, se obtuvo una mayor cantidad de proteina maxima (como medida indirecta de
crecimiento) en el medio libre de peptona (2.18 vs 0.93 g/L). Este comportamiento fue observa-
do previamente por Garcia (2013), en los cultivos alimentados con peptona utilizando la cepa A.
vinelandii OPNA 'y por Page y Cornish (1993), utilizando diferentes cepas de Azotobacter. Page
y Cornish (1993), sugieren que la concentracion de glicina aportada por fuentes nitrogenadas
como la peptona y el extracto de levadura, en combinacidén con otros aminoacidos, podria cau-
sar pleomorfismo en las células de A. vinelandii, por lo que la membrana celular se debilita y en
consecuencia, detiene su crecimiento. En vista de lo anterior, se identificd en las hojas técnicas
del fabricante, que la peptona y el extracto de levadura utilizados en este trabajo aportan 15.9 %
y 3 % de glicina total, respectivamente; por tanto, la diferencia en el crecimiento en los medios
con y sin peptona podria confirmarse por el efecto de la concentracién de este aminoacido.

En la figura 6.1b se presenta el consumo de sacarosa para ambos medios evaluados.
En el caso del medio sacarosa - extracto de levadura (SEL) se consumio6 el 100 % de la sacaro-
sa inicial a las 36 horas con un rendimiento de 0.062 + 0.010 gprot/gs (con base en proteina
total). En contraparte, el consumo de sacarosa en el medio con peptona fue del 75 % de la can-
tidad inicial. Las velocidades especificas de consumo de sacarosa fueron de 0.557 + 0.136 y
0.729 + 0.042 gs/gprot h, respectivamente para los medios SEL y PY.

Figura 6.1. Cinética de crecimiento en proteina total (a); de consumo de sacarosa (b) y de concentracion
de PHB a las 48 horas (c), de los cultivos en matraces con la cepa A. vinelandii OPNA en
medios de cultivo con C/N 14.
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Como se observa en la figura 6.1c, la concentracién de PHB en el medio SEL fue 50 %
mayor al obtenido en el medio PY. Este resultado es consecuencia de la mayor concentracion
de biomasa maxima alcanzada en los cultivos sin peptona (SEL). Ademas, la acumulacion de
PHB fue de 73.00 £ 1.30 y 84.00 £ 4.42 % en peso seco, respectivamente para los medios SEL
y PY. En trabajos previos (Chen y Cornish, 1993), se ha reportado que el uso de peptona en el
medio de cultivo favorece la acumulacion de PHB en cepas de A. vinelandii, efecto que coincide
con los porcentajes de acumulacion obtenidos con la cepa OPNA.

De los resultados anteriores se puede concluir que, la peptona es un componente que
puede inhibir el crecimiento de A. vinelandii pero que favorece la acumulacion de PHB. Ademas,
dado que el PHB es sintetizado de manera intracelular, se requiere de una concentracion celular
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elevada independientemente del porcentaje de acumulacion para obtener una produccién volu-
métrica de PHB mayor. Por lo tanto, el medio de cultivo libre de peptona (SEL) es una alternati-
va para cumplir los objetivos de este trabajo.

6.1.2. Medios de cultivo con diferente relacion C/N.

Cuadro 6.1. Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos con C/N 14. *Cantidades
medidas a las 48 horas.

b (h) 0.060 + 0.002 0.041 % 0.004
Yxs (gprot/gs) 0.062 + 0.010 0.046 + 0.002
qs (gs/Gproth) 0.557 + 0.136 0.729 + 0.042

Xmax (Q/L)* 10.25 + 0.07 5.93 +0.12
[PHB] (g/L)* 7.44 +£0.18 4.95 + 0.30
% PHB 73.00 + 1.30 84.00 + 4.42

Posteriormente, se estudio el efecto de la relacion C/N del medio SEL sobre el creci-
miento y produccion de PHB. La figura 6.2 muestra los perfiles de crecimiento y consumo de
sacarosa y la concentracion de PHB que se obtiene en los medios con relaciones C/N diferen-
tes (10, 14 y 18). Como se observa en la figura 6.2a, al incrementar la concentracion de nitré-
geno en el medio y por tanto disminuir la relacion C/N se ve afectado positivamente el creci-
miento, alcanzando una velocidad especifica de crecimiento (u) de 0.050 + 0.002 h-' y una con-
centracion maxima de proteina de 3.45 + 0.07 g/L con la relacién C/N 10. Mientras que, cuando
se usa una relacion C/N 18 la u fue de 0.060 = 0.001 h-' y la concentracién méaxima de proteina
fue 1.81 £ 0.17 g/L.

En el cuadro 6.2 se muestran las concentraciones maximas alcanzadas a las 48 horas
de biomasa en peso seco y de PHB y el porcentaje de acumulacion. Es importante sefialar que
la concentracion de biomasa que se alcanza con las diferentes relaciones C/N son superiores a
las concentraciones alcanzadas en otros trabajos en cultivos en matraz con medio PY. Por
ejemplo, en el trabajo de Garcia (2013), se alcanzo entre de 3 y 5 g/L de biomasa en peso seco
en cultivos en matraces agitados con diferentes medios de cultivo.

Figura 6.2. Cinética de crecimiento en proteina total (a), de consumo de sacarosa (b) y de concentracion
de PHB (c), de los cultivos en matraces con la cepa de A. vinelandii OPNA en medios de
cultivo con diferente C/N.
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Hay reportes en la literatura que indican que el extracto de levadura es una de las mejo-
res fuentes de nitrdgeno que favorecen la generacién de biomasa para A. vinenlandii (Zapata-
Velez y Trujillo-Roldan, 2010) y coincide con el comportamiento explicado en los cultivos con
extracto de levadura en este trabajo.

El mayor crecimiento se ve reflejado también en el consumo de sacarosa, la cual se ago-
ta a las 48 h de cultivo para todas las relaciones, como puede observarse en la figura 6.2b. Los
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Cuadro 6.2. Parametros cinéticos y estequiométricos de los cultivos con diferente relacién car-
bono/nitrégeno (C/N). *Cantidades medidas a las 48 horas.

b (h) 0.050 + 0.002 0.060 + 0.002 0.060 + 0.001
Yxss (Qprot/gs) 0.083 + 0.008 0.062 + 0.010 0.072 + 0.005
as (gs/gproth) 0.402 + 0.041 0.557 +0.136 0.465 + 0.033

Xmax (Q/L)* 10.90 + 0.17 10.25 + 0.07 9.30 + 1.50
[PHB] (g/L)* 7.54 +0.06 7.44 £0.18 5.96 + 1.00
% PHB 69.00 + 0.70 73.00 + 1.30 75.00 + 1.30

rendimientos y las velocidades especificas de consumo de sacarosa fueron estadisticamente
iguales entre si (cuadro 6.2) y mayores a las obtenidas en el medio PY. En la figura 6.2c, se ob-
serva que la concentracion de PHB es mayor en los cultivos con relaciones C/N 10 y 14. Esto
se debe a la mayor concentracién de biomasa en peso seco obtenida y lo contrario ocurrié con
el medio C/N 18, en el cual se obtuvo una concentracion significativamente menor. En este ulti-
mo cultivo no se alcanzé menor cantidad de biomasa en peso seco pero si se obtuvo menor
concentracion de PHB. De igual forma, el porcentaje de acumulacién de PHB en el cultivo con
relacion C/N 10 fue mas bajo y diferente con respecto a los cultivos C/N 14 y 18 (cuadro 6.2).
Es interesante notar en estos resultados la relacion inversa que existe entre la concentracion de
extracto de levadura y el porcentaje de acumulacién de PHB. Mientras mas extracto de levadura
(menor C/N) menor es el porcentaje de acumulacion de PHB. Esto sugiere que si se favorece el
crecimiento celular, se sacrifica la sintesis de PHB y puede ser debido a que la presencia de

micronutrientes y macronutrientes en exceso proporcionados por el extracto de levadura.

En sintesis, se puede decir que el extracto de levadura es un componente que favorece
el crecimiento y, a pesar de no favorecer la acumulacién de PHB, se obtiene una produccién
volumétrica mas alta que la obtenida en trabajos previos en cultivos de A. vinelandii en medio
PY. Asi, el mejor medio es el de la relacion C/N 14 porque la biomasa en peso seco es mayor
que la C/N 18 y la acumulacion de PHB es mayor que la C/N 10. Ademas, se utiliza menor can-
tidad de extracto de levadura con respecto al medio con C/N 10.

6.2. Cultivos en tanque agitado.
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En esta etapa, se realizaron los cultivos en biorreactores dejando constante la velocidad
de agitacion en cada etapa para medir la tensién de oxigeno disuelto. Debido a que la TOD cri-
tica determinada para la cepa A. vinelandii OPNA por Garcia et al. (2014) es de 4 %, se decidi6
con fundamento en los datos reportados por este autor que la velocidad de agitacion se man-
tendria constante. Con base en lo anterior, se decidi6 comenzar la etapa lote con una velocidad
de agitacion de 500 rpm y en la etapa de alimentacion aumentarla a 700 rpm debido a que se
incrementa la demanda de oxigeno.

Dada la menor tasa de respiracion reportada para la cepa A. vinelandii OPNA respecto a
las cepas productoras de alginato y PHB fue posible medir la TOD suministrando aire, sin enri-
quecimiento de oxigeno y manteniendo constante la velocidad de agitacion en cada etapa como
se mostrara en esta seccidn. Se presentd un perfil de TOD para cada velocidad de agitacion en
los cultivos lote-alimentados de manera que se mantenga en el valor critico o por arriba. Estos
experimentos se llevaron a cabo en un tanque agitado (Applikon) de 3 L con un volumen de tra-
bajode 2 L, a 29 °C, pH 7.2 y flujo de aire de 2 L/min (1 vvm).

El cultivo realizado fue del tipo alimentado con un régimen intermitente de alimentacion
iniciando con una etapa lote utilizando el medio SEL con la relacién C/N 14. El tiempo de ali-
mentacion se determind tomando en consideracion el consumo de sacarosa y la fase exponen-
cial de la bacteria. Se llevd a cabo un monitoreo de sacarosa residual y la densidad optica du-
rante todo el cultivo y se establecieron tres puntos para alimentar el cultivo de manera intermi-
tente. Estos fueron 22, 42 y 58 h. Cabe sefalar que la etapa lote de estos cultivos tuvo una du-
racion de 22 h, momento en el cual se hizo el primer pulso de alimentacién. En las siguientes
secciones se discute cada etapa del cultivo.

6.2.1. Etapa lote.

En la figura 6.3 se muestra el perfil de la TOD durante la etapa lote del cultivo. En ella se
observa una caida rapida de la TOD antes de las 8 h de cultivo, indicando una alta actividad
respiratoria caracteristica de cepas de A. vinelandii. A partir de ese momento, la TOD se estabi-
liza en un rango de 1 — 3 % a 500 rpm y por tanto, se considera que el cultivo esta limitado por
oxigeno debido a que la TOD no alcanza la minima para satisfacer la demanda de oxigeno limi-
tante.

Figura 6.3. Perfil de tension de oxigeno disuelto (TOD) de tres réplicas de la etapa lote del cultivo alimen-
tado de A. vinelandii OPNA en el medio sacarosa y extracto de levadura a 500 rpm y 29 °C.
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En la figura 6.4 se muestran las cinéticas de crecimiento, de consumo de sacarosa y de
produccién y acumulacion de PHB durante la etapa lote del cultivo donde el oxigeno disuelto es
limitante. Se obtuvo 1.2 g/L de proteina total a las 20 h de cultivo, lo cual representa 2.5 veces
mas de lo obtenido previamente por Garcia et al. (2014), en la etapa lote del proceso propuesto.
Sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento en los cultivos desarrollados con medio
SEL y bajo las condiciones de oxigeno ya expuestas fue de 0.071 + 0.025 h™', la cual es mucho
menor a la reportada (0.15 h-') por Garcia et al. (2014), en cultivos con medio PY y control de
oxigeno al 4 %. Las diferencias anteriores podrian ser explicadas con base en las condiciones
del control de la TOD (presente estudio). La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) calcu-
lada tedricamente con las ecuaciones de balance de oxigeno en cultivos aerobios, fue de 10.5
mmol/Lh y es menor a la reportada (24.5 mmol/Lh) por Garcia et al. (2014), para los cultivos con
control de la TOD por mezcla de gases. Lo anterior indica que las condiciones del oxigeno di-
suelto del cultivo de este trabajo no estan favoreciendo el crecimiento de la cepa.

En contraste, la velocidad de consumo especifico de sacarosa fue mayor en los cultivos
aireados que la reportada por Garcia et al. (2014), (1.0 vs 0.12 gs/gerot'h). En el cuadro 6.3 se
resumen los parametros cinéticos y estequiométricos de esta etapa. Es importante sefialar que
al término de la etapa lote, se consumio el 50 % de la sacarosa, a pesar de que se esperaba un
mayor consumo segun los calculos tedricos realizados para una TOD no limitante. Lo anterior
se puede corroborar con el bajo rendimiento obtenido de proteina total respecto al sustrato (sa-
carosa) (Cuadro 6.3).

Figura 6.4. Cinética de crecimiento en proteina total (a), consumo de sacarosa (b) y de produccion vy
acumulacion de PHB (c), en la etapa lote del cultivo para la cepa A. vinelandii OPNA.
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Se puede observar en la figura 6.4c, que la produccion volumétrica de PHB fue de 7.5 g/
L al final de la etapa lote y un rendimiento de PHB (0.442 + 0.106 gr/gs) con respecto a sacaro-
sa de 44 % mayor con respecto al reportado previamente (0.30 + 0.02 gp/gs) por Garcia et al.
(2014). Este incremento se podria deber al medio de cultivo sin peptona que se utilizé en el pre-
sente trabajo. La velocidad especifica de produccion de PHB muestra una asociacion al creci-
miento, rasgo que es de esperarse para esta bacteria con tres mutaciones y por tanto, su capa-
cidad para sobre-producir el polimero. A pesar de los incrementos logrados en el lote, se obser-
va que en las primeras horas, la acumulacién de PHB es muy baja (< 50%) porque se esta favo-
reciendo la duplicacién celular mas que la sintesis de PHB. A partir de las 12 h de cultivo se al-
canza una acumulacién de 80 % de PHB por peso seco celular, lo cual coincide con el periodo

en el que el oxigeno se limita (Figura 6.3).
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6.2.2. Etapa de alimentacion: pulso 1.

Cuadro 6.3. Parametros cinéticos y estequiométricos de la etapa lote del cultivo a 500 rpm.

u (h") 0.071 £ 0.025

ds (gs/gproth) 0.704 + 0.381

ap (gr/gproth) 0.366 + 0.140
Prod vol (g/Lh) 0.36 £ 0.09

Yxss (Qprot/gs) 0.081 £ 0.023

Yrss (Qr/gs) 0.442 +0.106

El primer pulso se realizé a las 22 h de cultivo, cuando la sacarosa residual fue de 12 -
15 g/L. La alimentacién consistio en el mismo medio de cultivo: sacarosa y extracto de levadura
(SEL) con una relacion C/N 14 y una concentracion inicial de sacarosa de 30 g/L. En esta parte,
la velocidad de agitacion se aumentd a 700 rpm para garantizar la velocidad de transferencia de
oxigeno necesaria para el crecimiento celular; y el flujo de aire se mantuvo en 2 L/min. Como se
observa en la figura 6.5, la tensidon de oxigeno disuelto se incrementa a 15 - 20 %, debido al
cambio en la agitacion y a pesar del aumento en la concentracion celular, la TOD se mantuvo
estable a lo largo de esta etapa. Bajo esta condicion, el cultivo no se encuentra limitada de oxi-
geno y se esperaria un incremento en el crecimiento pero no en la acumulaciéon de PHB, como
se haindicado en la literatura.
Figura 6.5. Perfil de tension de oxigeno disuelto (TOD) de tres réplicas de la etapa lote y primer pulso del
cultivo alimentado de A. vinelandii OPNA en el medio sacarosa y extracto de levadura a 500 rpm y 29 °C.

A pesar del cambio positivo de las condiciones de transferencia de oxigeno, la velocidad
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especifica de crecimiento fue de 0.052 + 0.007 h-', estadisticamente igual a la calculada para la
etapa lote. Este valor de velocidad de crecimiento fue mayor que el obtenido por Garcia et al.
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(2014), en las etapas de alimentacion exponencial e intermitente; y se lo atribuyen al medio de
cultivo (inicial y de alimentacion) que contiene peptona. No obstante, Page y Cornish, (1993)
argumentan que los cultivos de A. vinelandii con las caracteristicas de esta cepa mutante se
componen de una poblacion heterogénea con células grandes que contienen mucha cantidad
de PHB acumulado y células pequenas con muy poco PHB acumulado que se estan duplicando
preferentemente. Esto podria explicar porqué la velocidad especifica de crecimiento no cambia,
ya que se esta midiendo aquellas células que se estan duplicando.

La figura 6.6 muestra las cinéticas de crecimiento en proteina total, de consumo de sa-
carosa y de produccion de PHB de todas las etapas del cultivo. En la segunda etapa (primer
pulso), la proteina maxima alcanzada al final fue de 4.6 g/L que es 40 % mayor de lo obtenido
en la etapa de alimentacion exponencial del trabajo de Garcia et al. (2014), en la cual se ali-
mentd el medio PY (sacarosa, extracto de levadura y peptona). A diferencia del trabajo mencio-
nado, el pulso de alimentacion en este cultivo fue solo de sacarosa y extracto de levadura con
relacion C/N 14 y la concentracion inicial de sacarosa de 30 g/L. De esta forma, el incremento
en la cantidad de proteina en esta segunda etapa se podria explicar por el exceso de sacarosa
y extracto de levadura presente en el medio de cultivo y la velocidad de transferencia de oxi-
geno mayor que favorece el crecimiento. Como se ha mencionado anteriormente, cuando la
bacteria no se encuentra limitada de oxigeno, el acetil-CoA resultante del catabolismo de la sa-
carosa, se dirige preferencialmente hacia el ciclo de acidos tricarboxilicos, generando poder re-
ductor y produciendo ATP.

El rendimiento de proteina total respecto a la sacarosa se mantuvo estadisticamente
igual con respecto a la etapa lote, a pesar de que el consumo de sacarosa fue cerca del 90 %,
como se muestra en la figura 6.6b. Esto muestra que el pulso de alimentaciéon aunado con el
cambio de la velocidad de agitacion no aumenta el crecimiento de la poblacion del cultivo sino al
contrario, disminuye. Esto podria explicarse por el crecimiento de las células que estan presen-
tes y no por la duplicacion de las mismas. Sin embargo, como se mencioné en un parrafo ante-
rior, autores indican que este crecimiento corresponde a cierta parte de la poblacion, la cual
estd compuesta de células pequefas que se estan duplicando (Page y Cornish, 1993). La saca-
rosa podria estar dirigiéndose hacia la sintesis de PHB.

La produccién volumétrica de PHB (Figura 6.6¢) después del primer pulso fue mayor que
la etapa lote y se obtuvo una ganancia neta de 13 g/L que representa un 30 % mas que lo obte-
nido por Garcia et al. (2014), en su etapa de alimentacion exponencial. Estos autores obtuvie-
ron un rendimiento menor (0.32 grHe/gs) Yy puede ser por el diferente régimen de alimentacion
utilizado. En total se obtuvieron 20.5 g/L de PHB a las 42 h con una productividad volumétrica
de 0.81 g/L-h. En estas etapas, se alcanzaron altas concentraciones de biomasa como es de
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esperarse de los cultivos alimentados y, a pesar de esto, la bacteria continué creciendo y pro-
duciendo PHB manteniendo una acumulacién del 70 - 75 % por peso seco celular. Aunque el
crecimiento no es el éptimo para esta cepa, debido principalmente por el elevado porcentaje de
acumulacion de PHB, se duplica lo suficiente para garantizar altas concentraciones de polimero.

Figura 6.6. Cinética de crecimiento en proteina total (a), consumo de sacarosa (b) y de produccién y
acumulacion de PHB (c), de las cuatro etapas del cultivo lote-alimentado para la cepa A. vi-
nelandii OPNA. Las lineas discontinuas indican el momento del pulso de alimentacion.
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6.2.3. Etapa de alimentacion: pulso 2 y 3.
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Para el segundo vy tercer pulsos (sacarosa y extracto de levadura con relacién C/N 14 y
concentracion inicial de 30 g/L de sacarosa), las condiciones de transferencia de oxigeno se
mantuvieron constantes (700 rom y 2 L/min), al igual que el pH y la temperatura. No obstante se
alcanzé una concentracién celular mas alta, la velocidad especifica de crecimiento disminuyé a
0.02 h', que es la mitad del valor obtenido en los pulsos previos. Una posible explicacion para
este fendmeno es que, a pesar del exceso de nutrientes de carbono y nitrégeno, se podrian es-
tar acumulando productos secundarios o residuales del medio de cultivo que pudieran estar
afectando las funciones metabdlicas de la asimilacion de la fuente de carbono vy, por ende, la
duplicacion celular (lenczak et al. 2013). Diaz-Barrera et al. (2012) reportaron que A. vinelandii
tiene indices de eficiencia en el aprovechamiento del sustrato limitante dependiendo de la con-
centracion inicial de sustrato. Por ejemplo, por encima de los 20 g/L de fuente de carbono, el
aprovechamiento de la sacarosa llega a ser del 50 % aproximadamente, dando lugar a la gene-
racion de otros compuestos como acidos organicos involucrados en el ciclo de acidos tricarboxi-

licos, los cuales se estarian excretando al medio de cultivo.

El rendimiento de proteina total con respecto a la sacarosa calculado para el segundo y
tercer pulsos de alimentacién fue estadisticamente igual que la etapa del primer pulso. Sin em-
bargo, la velocidad especifica de consumo de sacarosa fue menor en esta etapa de alimenta-
cion que las anteriores (cuadro 6.4). Esto podria explicarse por la acumulacion de productos
residuales que contenga el extracto de levadura o productos secundarios que se generen du-
rante el cultivo que causen estrés en la bacteria e impidan la asimilacion eficaz de sacarosa.

En esta ultima etapa como en las dos anteriores, el rendimiento de PHB con respecto a

Cuadro 6.4. Parametros cinéticos y estequiométricos después de la adicion de los pulsos. *Este
experimento no amerité réplica.

b (h) 0.052 + 0.007 0.023 + 0.005 0.02

as (gs/Gproth) 0.555 + 0.085 0.473 +0.119 0.10

QP (gP/gproth) 0.228 + 0.005 0.305 + 0.106 0.04

Prod vol (g/Lh) 0.808 + 0.131 0.365 + 0.085 0.13
Yxs (gprot/gs) 0.092 +0.014 0.139 + 0.041 0.20
Yris (gp/gs) 0.417 + 0.054 0.391 £ 0.171 0.13

sacarosa fue la misma y mayor a las obtenidas en el trabajo de Garcia et al. (2014). Lo inter-
esante es que se obtiene el mismo rendimiento en cada etapa y podria explicarse por la capaci-
dad de esta cepa de producir PHB de manera constitutiva. Sin embargo, en el presente trabajo
se logra una elevada concentracién celular y un mayor consumo de sacarosa, tanto para el cre-
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cimiento como para la produccion de PHB. Después del segundo pulso, se logré producir 13 g/L
de PHB neto con una productividad volumétrica de 0.5 g/Lh y en total 33.6 g/L de PHB a las 64
horas, como se muestra en la figura 6.6c¢.

Figura 6.7. Concentraciones de PHB (g/L) netas producidas en cada etapa del cultivo con A. vinelandii
OPNA. La etapa lote fue de 22 hrs., el pulso 1 de 20 hrs, el pulso 2 de 18 hrs y el pulso 3 de
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En general, se obtuvo una concentracion de 33.6 g/L de PHB, con una productividad vo-
lumétrica de 0.69 g/Lh y un porcentaje de acumulacion entre el 65 - 75 % de PHB en peso seco
celular. A pesar de lograr una cantidad alta de PHB para la cepa de A. vinelandii OPNA, en
comparacion con otras cepas y otros procesos, sigue habiendo retos importantes para el esca-
lamiento de este proceso. El-Sayed et al. (2009) estudiaron diferentes estrategias de cultivo
para la produccion de PHB utilizando las cepas A. eutrophus y A. latus y concluyeron que el ré-
gimen intermitente de alimentacién es mejor que otros como el exponencial ya que este ultimo

sobre estima el consumo de sacarosa.

6.2.4. Peso molecular de PHB.

El PHB tiene un amplio rango de pesos moleculares y por tanto, se ha propuesto diferen-
tes clases de productos que se pueden fabricar. El peso molecular alto le proporciona dureza y
alto grado de cristalinidad al PHB; sin embargo, se vuelve mas quebradizo (Ozdil y Aydin,
2014). Investigaciones recientes han probado el uso de plastificantes para mejorar estas pro-
piedades y que el proceso de fabricacion no dafie el material. La obtencion de polimeros con

pesos moleculares altos permite entrar a una vasta gama de aplicaciones desde la produccion
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de commodities hasta los mercados de alto valor agregado como los productos de reconstruc-
cion de tejidos y materiales para cirugia.

Se conoce que el género de Azotobacter vinelandii sintetiza PHB de alto peso molecular
dependiendo de las condiciones de cultivo. En este caso, se determiné el peso molecular del
PHB en diferentes momentos del cultivo: en la etapa lote, en las etapas de alimentacion, antes y
después de los pulsos y cuando entra a la fase estacionaria de crecimiento por agotamiento de
la sacarosa. Los resultados se observan en la figura 6.9.

Figura 6.8. Valores de peso molecular de PHB en diferentes momentos del cultivo alimentado de la cepa
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A. vinelandii OPNA.

En las cuatro etapas del cultivo el peso molecular se mantuvo en promedio en los 3500
kDa indicando que las condiciones utilizadas de transferencia de oxigeno, de alimentacién y de
concentracion celular no afectan significativamente esta propiedad. Se ha sugerido que para
mantener niveles altos de peso molecular en PHB, debe favorecerse la polimerizacion mas que
la generacién de centros iniciales de la cadena polimérica. Laycock et al. (2014), han mencio-
nado que a bajos niveles de expresién de la PHB sintasa se obtiene alto peso molecular. Sin
embargo, en R. eutropha recombinante se ha encontrado que el control del peso molecular del
PHB es independiente de esta enzima. En este trabajo no se hicieron pruebas de expresion ge-
nética, pero las modificaciones genéticas de la cepa OPNA podrian influir en la sintesis de PHB
de alto peso molecular, mas que las condiciones de cultivo como fue observado en el trabajo de
Pefa et al. (2014). Estos autores encontraron que la transferencia de oxigeno afecta inversa-
mente el peso molecular del PHB. Sin embargo, se necesitan mas estudios para elucidar los
mecanismos involucrados en la determinacion del peso molecular del PHB.

7
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CONCLUSIONES

El medio de cultivo libre de peptona con diferentes relaciones carbono/nitrégeno proporciond
mejores resultados de crecimiento de la cepa A. vinelandii OPNA y produccion de PHB. La
relaciéon C/N 14 con sacarosa y extracto de levadura es suficiente para obtener mayor cantidad
de PHB con respecto a las estrategias de cultivo con esta cepa.

El cultivo aireado en la etapa de alimentacién con agitacion constante proporcioné condiciones
de no limitacién de oxigeno que favorecié el crecimiento de A. vinelandii OPNA 'y la produccién
de PHB. Se logré obtener un cultivo de alta densidad celular sin usar oxigeno puro.

Con la estrategia de fermentacion desarrollada en este trabajo se logré obtener 33.6 g/L de
PHB. El peso molecular promedio de PHB obtenido (en promedio de 3500 kDa) esta en el rango
de los pesos moleculares de los polimeros considerados de alto peso molecular (> 1000 kDa).

La alimentacion intermitente permitié alcanzar una productividad global de 0.69 g/L-h y una
acumulacion de PHB del 70 % en peso seco celular. Operacionalmente, esta estrategia es
simple y y adecuada para microorganismos con bajas velocidades de crecimiento como A.

vinelandii.
En general, se logr6 obtener cantidades de PHB de alto peso molecular por arriba del promedio

alcanzado en trabajos previos con menor cantidad de componentes en los cultivos y con un
meétodo simple de cultivo lote-alimentado.
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PERSPECTIVAS

Se podria optimizar el medio de cultivo con los componentes esenciales del extracto de
levadura y/o sustratos de carbono econdmicos ya que A. vinelandii tiene como ventaja la
capacidad de metabolizar varias fuentes de carbono.

Con este tipo de estrategia es posible estudiar el comportamiento de la TOD y su influencia en
la produccién de polimeros como el PHB. Este estudio proporcionaria las bases para mejorar el

método de control de TOD y establecer un perfil de agitacion que favorezca la produccion de
PHB.

Se propone disefar una estrategia de fermentacion con recirculacion de biomasa para evitar la

acumulacion de residuos o productos secundarios debidos a la alimentacion.

41



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Castillo, T., Heinzle, E., Peifer, S., Schneider, K. and Pefia, C. (2013). Oxygen supply strongly
influences fluxes, the production of poly(3-hydroxybutyrate) and alginate, and the degree of
acetylation of alginate in Azotobacter vinelandii. Process Biochem., 48, 995-1003.

Chanprateep, S. (2010). Currents trends in biodegradable polyhydroxialcanoates. J. Biosci. Bio-
eng., 110 (6), 621 - 632.

Chen, G. and Page, W.J. (1997). Production of poly-B-hydroxybutyrate by Azotobacter vinelandii
in two-stage fermentation process. Biotechnol. Tech., 11, 347-350.

Dawes, E.A. (1988). Polyhydroxybutyrate: an intriguing biopolymer. Biosci. Rep., 8 (6), 537 -546.

Diaz-Barrera, A., Soto, E., Altamirano, C. (2012). Alginate production and alg8 gene expression
by Azotobacter vinelandii in continuous cultures. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 39, 613-621.

Diaz-Barrera, A., Andler, R., Martinez, I., Pefia, C. (2015). Poly-3-hidroxibutyrate production by
Azotobacter vinelandii strains in batch cultures in different oxygen transfer rate. J. Chem. Tech-
nol. Biotechnol., 91, 1063-1071.

El-Sayed, A.A., Hemmat, M.A., Hafez, A M. and Khodair, T A. (2009). Batch production of
polyhydroxybutyrate (PHB) by Ralstonia Eutropha and Alcaligenes Latus using bioreactor diffe-
rent culture strategies. J. Appl. Sci. Res., 5, 556-564.

Garcia, A. (2013). Produccién de poli-B-hidroxibutirato en cultivos multietapas y en lote alimen-
tado usando cepas mutantes de Azotobacter vinelandii. Tesis de maestria, Instituto de Biotecno-
logia, Universidad Nacional Autbnoma de México.

Garcia, A., Segura, D., Espin, G., Galindo, E., Castillo, T., Pena, C. (2013). High production of
poly 3-hydroxybutyrate (PHB) by an Azotobacter vinelandii mutant altered in PHB regulation

using a fed batch fermentation process. Biochem. Eng. J. 82, 117-123.

Grothe, E and Chisti, Y. (2000). Poly(B-hydroxybutyryc acid) thermoplastic production by Alcali-
genes latus: Behavior of fed-batch cultures. Bioprocess Eng., 22, 441-449.

42



Hernandez-Eligio, A., Moreno, S., Castellanos, M., Castafieda, M., Nufiez, C., Muriel-Millan, L.F.
and Espin. G. (2012). RsmA post-transcriptionally controls PhbR expression and polyhydroxy-
butyrate biosynthesis in Azotobacter vinelandii. Microbiol., 158, 1953-1963.

lenczak, J., Schmidell, W. and de Aragao, G. (2013). High-cell-density culture strategies for
polyhydroxyalkanoate production: a review. J. Ind. Microbiol. Biotechnol., 40, 275-286.

Kanjanachumpol, P., Kulpreecha, S., Tolieng, V. and Thongchul, N. (2013). Enhancing polyhy-
droxybutyrate production from high cell density fed-batch fermentation of Bacillus megaterium
BA-019. Bioprocess Biosyst. Eng., 36, 1463-1474.

Keshavarz, T. and Roy, I. (2010). Polyhydroxyalkanoates: bioplastics with a green agenda. Curr.
Opin. Microbiol., 13, 321-326.

Kessler, B. and Witholt, B. (2001). Factors involved in the regulatory network of polyhydroxyal-
kanoate metabolism. J. Biotechnol., 86, 97-104.

Kulpreecha, S., Boonruangthavorn, A., Meksiriporn, B and Thongchul, N. (2009). Inexpensive
fedbatch cultivation for high poly(3-hydroxybutyrate) production by a new isolate of Bacillus me-
gaterium. J. Biosci. Bioeng., 107, 240-245.

Laycock, B., Halley, P., Pratt, S., Werker, A., and Lant, P. (2013). The chemomechanical proper-
ties of microbial polyhydroxyalkanoates. Prog. Polym. Sci., 38, 536 - 583.

Lowry, O.H., Rosebrugh, N.J., Farr, A.L. and Randall, R.J. (1951). Protein measurement with the
Folin phenol reagent. J. Biol. Chem., 193, 265 — 275.

Miller, G.L. (1959). Use of dinitrosalicylic acid reagent for determination for reducing sugar. Anal.
Chem., 31 (3), 426 — 428.

Misra, S., Valappil, S., Roy, |. and Boccaccini, A. (2006). Polyhydroxyalkanoate (PHA)/inorganic
phase composites for tissue engineering applications. Biomacromol., 7 (8), 2249-2258.

Myshkina, V.L., Nikolaeva, D.A., Makhina, T.K., Bonartsev, A.P. and Bonartseva, G.A. (2008).

Effect of growth conditions on the molecular weight of poly-3-hydroxybutyrate produced by Azo-
tobacter chroococcum 7B. Appl. Biochem. Microbiol., 44, 482-486.

43



Néguez, R., Segura, D., Moreno, S., Hernandez, A., Juarez, K. and Espin, G. (2008). Enzyme
INtr, NPr and IIANtr are involved in regulation of the poly- B-hydroxybutyrate biosynthetic genes
in Azotobacter vinelandii. J. Mol. Microbiol. Biotechnol., 15, 244-254.

Ozdil, D. and Aydin, H. (2014). Polymers for medical and tissue engineering applications.
J .Chem. Technol. Biotechnol., 89, 1793-1810

Page, W.J. and Cornish, A. (1993). Growth of Azotobacter vinelandii UWD in fish peptone me-
dium and simplified extraction of poly- B-hydroxybutyrate. Appl. Environ. Microbiol., 59,
4236-4244.

Patel, M., Gapes, D.J., Newman, R.H. and Dare, P.H. (2009). Physico-chemical properties of
polyhydroxyalkanoate produced by mixed-culture nitrogen-fixing bacteria. Appl. Microbiol. Biote-
chnol., 82, 545-555.

Pefa, C., Lépez, S., Garcia, A., Espin, G., Romo-Uribe, A. and Segura, D. (2013). Biosynthesis
of poly-b-hydroxybutyrate (PHB) with a high molecular mass by a mutant strain of Azotobacter
vinelandii (OPN). Ann. Microbiol., 64, 39-47.

Pefa, C., Castillo, T., Garcia, A., Millan, M., and Segura, D. (2014). Biotechnological strategies
to improve production of microbial poly-(3-hydroxybutyrate): a review of recent research work.
Microb. Biotechnol., 7(4), 278 - 293.

Salehizadeh, H. and Van Loosdrecht, (2004). Production of polyhydroxyalkanoates by mixed
culture: recent trends and biotechnological importance. Biotechnol. Adv., 22, 261-279.

Sathiyanarayanan, G., Saibaba, G., Seghal, G. and Selvin, J. (2013). Process optimization and
production of polyhydroxybutyrate using palm jaggery as economical carbdn source by marine
sponge-associated Bacillus licheniformis MSBN12. Bioprocess Biosyst. Eng., 36, 1817-1827.

Segura, D., Guzman, J., and Espin, G. (2003). Azotobacter vinelandii mutants that overproduce
poly-B-hydroxybutyrate or alginate. Appl. Microbiol. Biotechnol., 63, 159 - 163.

Segura, D., Nufiez, C. and Espin, G. (2014). Azotobacter Cysts. eLS. John Wiley & Sons, Ltd:
Chichester.

Setubal, J.C., Dos Santos, P., Goldman, B.S., Ertesvag, H., Espin, G., Rubio, L.M., Valla, S.,
Almeida, N.F., Balasubramanian, D., Cromes, L., Curatti, L., Du, Z., Godsy, E., Goodner, B., He-

44



lIner-Burris, K., Hernandez, J.A., Houmiel, K., Imperial, J., Kennedy, C., Larson, T.J., Latreille, P.,
Ligon, L.S., Lu, J., Maerk, M., Miller, N.M., Norton, S., O’'Carroll, I.P., Paulsen, |., Raulfs, E.C.,
Roemer, R., Rosser, J., Segura, D., Slater, S., Stricklin, S.L., Studholme, D.J., Sun, J., Viana,
C.J., Wallin, E., Wang, B., Wheeler, C., Zhu, H., Dean, D.R., Dixon, R. and Wood, D. (2009).
Genome sequence of Azotobacter vinelandii, an obligate aerobe specialized to support diverse
anaerobic metabolic processes. J. Bacteriol. 191, 4534-4545.

Zapata-Vélez, A. M. y Trujillo-Roldan, M. A. (2010). The lack of a nitrogen source and/or the C/N

ratio affects the molecular weight of alginate and its productivity in submerged cultures of Azoto-
bacter vinelandii. Ann. Microbiol., 60, 661-668.

45



	Portada 
	Contenido

	Resumen

	1. Introducción

	2. Antecedentes

	3. Hipótesis   4. Objetivos

	5. Estrategia Experimental

	6. Resultados y Discusión

	7. Conclusiones

	8. Perspectivas

	9. Referencias Bibliográficas



