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RESUMEN 

 

Los polihidroxialcanoatos son poliésteres de hidroxiácidos, sintetizados y acumulados 
por un amplio rango de bacterias, como material de reserva de carbono y energía. Se 
caracterizan por ser biodegradables, biocompatibles y por presentar propiedades 
termomecánicas similares a los derivados del petróleo. En la actualidad, el aumento en la 
demanda de biopolímeros con propiedades termomecánicas específicas y la falta de 
materiales que cumplan con los requisitos, conllevaron a un incremento en el interés, 
sobre la producción de copolímeros como una solución. Los copolímeros son materiales 
más versátiles, ya que, presentan diversas propiedades termomecánicas. Se ha reportado 
previamente que Azotobacter vinelandii tiene la capacidad de producir copolímeros de 
PHBV; sin embargo, no se ha evaluado la producción de copolímeros de PHBV en cepas 
sobre productoras de P(3HB) como la cepa OPNA de A. vinelandii. Por lo cual el objetivo 
de este proyecto fue estudiar la biosíntesis de copolímeros de cadena corta de 
polihidroxialcanoatos, empleando la cepa OPNA. El trabajo se dividió en dos partes, en 
la primera parte se realizó un diseño factorial 23 para establecer las condiciones de cultivo 
(tiempo de adición, concentración del precursor y VTOmáx) que permitieran obtener el 
mayor porcentaje de 3HV. Posteriormente, se caracterizó el crecimiento y la producción 
de copolímeros en cultivos en matraces empleando las condiciones de cultivo definidas 
en el diseño factorial. Con el fin de evaluar el efecto de la VTOmáx sobre la composición 
de los copolímeros de PHBV. La segunda etapa consistió en cultivar la cepa en 
biorreactores de 3 L en condiciones de microaerofilia modificando la VTOmáx a través de 
cambios en la agitación 300 (5 mmol L−1 h−1) y 700 rpm (20 mmol L−1 h−1). Los cultivos 
se realizaron por duplicado a 29 °C y manteniendo controlado el pH a 7.2. 
 
Se observó que, a nivel de matraz la cepa OPNA con adición del precursor presenta menor 
crecimiento, acumulación y producción de polímeros, comparado con lo obtenido en la 
condición control. Sin embargo, la adición del precursor no tiene un efecto sobre el peso 
molecular promedio y distribución de pesos de los polímeros producidos en las 
condiciones evaluadas. Por otra parte, se evidenció la capacidad de la cepa OPNA de A. 

vinelandii de producir un copolímero de cadenas cortas PHBV, a partir de la adición de 
ácido valérico como precursor (40 mM). Este copolímero presenta una composición con 
una fracción de P(3HB) de 61.4 ± 2.9 % y una fracción de 3HV de 39.1 ± 2.9 % a las 48 
horas de cultivo. Hasta donde sabemos, este es el porcentaje más alto de 3HV reportado 
para cepas de A. vinelandii.  
 
En los cultivos en biorreactor se evidenció que, la adición del ácido valérico (10 mM) no 
tiene un efecto sobre el crecimiento, ni sobre la acumulación de PHAs. Además, se obtuvo 
una acumulación del 85 0 ± 3.0 % de PHAs a una VTOmáx de 5 mmol L-1 h-1. Sin embargo, 
el máximo porcentaje mol de 3HV (8.3 ± 0.0 %) se obtuvo en una condición más alta de 
VTO máx (20 mmol L-1 h-1). Lo anterior sugiere que la VTOmáx tiene un efecto positivo 
sobre el contenido de 3HV presente en el copolímero. Adicionalmente se realizaron 
cultivos con 40 mM de ácido valérico a una VTOmáx de 20 mmol L-1 h-1, donde se observó 
que una mayor concentración de ácido afecta el crecimiento, producción y acumulación 
de PHAs. Sin embargo, incrementa el contenido de 3HV a 21.0 ± 0.5 % en el copolímero 
de PHBHV. Finalmente, no se evidenció que el porcentaje mol de 3HV, tuviera una 
relación con el PMP de los copolímeros producidos en matraces agitados y en 
biorreactores por la cepa OPNA de A. vinelandii.  
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ABSTRACT 

 

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are linear intracellular polyesters, which accumulate in 
insoluble granules in the cytoplasm of bacteria, which serve as carbon and energy storage 
material. Currently, there is a growing demand for biopolymers with specific 
thermomechanical properties, however, there is a lack of material with these 
requirements, which increases interests on copolymers production as an alternative. 
Copolymers are versatile materials, with different thermomechanical properties. It was 
previously reported that Azotobacter vinelandii strains are able to produce PHBV 
copolymers. However, the ability to produce copolymers by P(3HB) overproducer mutant 
strain of A. vinelandii named OPNA it has not been studied. The main objective of the 
present study was to evaluate the changes in the composition of poly-3-hydoxybutyrate-
co-3-hydroxyvalerate (PHBV) by an OPNA mutant strain of A. vinelandii cultured under 
different conditions. The experimental strategy was divided in two stages: during the first 
approach, the effect of culture conditions (OTR, concentration, and addition time of 
valeric acid) on the biosynthesis of PHBV produced by A. vinelandii were tested in a 
factorial design 23 in 500 mL shaken flasks cultures. In addition, at this stage the cell 
growth, production, and accumulation of PHBV were evaluated. On the second stage, the 
effect of OTRmax on the composition of PHBV copolymers was evaluated. Experiments 
were carried out in batch cultures, changing the OTRmax by the manipulation of the 
agitation rate at 300 (5 mmol L−1 h−1, low OTRmax) and 700 rpm (20 mmol L−1 h−1, high 
OTRmax). Cultures were performed in duplicate at 29 °C. The pH was controlled at 7.2. 

In shaken flasks, the valeric acid addition significantly affected the specific growth rate, 
biomass and PHAs production. It was demonstrated that the strain OPNA of A. vinelandii 
is able to synthesize PHBV copolymers, when valeric acid was added to growth medium 
in a final concentration of 40 mM. The highest content of 3HV (39.1 ± 2.9 %) was 
obtained at 48 h of cultivation. To our knowledge, this molar fraction of 3HV (39.1 ± 2.9 
%) in the PHBV copolymer obtained in our study, it is the highest reported until now, by 
Azotobacter species cultured in shaken flasks cultures. 

On the other hand, in the batch cultures were grown under oxygen limited conditions and 
different OTRs, varying the agitation rate. Valeric acid was added to growth medium in 
a final concentration of 10 mM. The highest PHBV accumulation (85.0 ± 3.0 %) was 
achieved at low OTRmax (5 mmol L-1 h -1), whereas, the maximum content of 3HV (8.3 ± 
0.0 mol%) was obtained at higher OTRmax (20 mmol L-1 h-1). Our results reveal that 
increasing the OTR rises the molar fraction of 3HV in the PHBV copolymer. Therefore, 
the manipulation of OTR could be a feasible strategy to produce PHBV copolymers with 
different monomeric compositions at industrial level. Additionally, batch cultures with a 
high valeric acid concentration (40 mM) were performed at OTRmax (20 mmol L−1 h−1), it 
was found that this concentration of precursor has a negative effect on cell growth, and 
PHBV accumulation in the OPNA strain. However, this precursor concentration has a 
positive influence on the 3HV content in the copolymer (21.0 ± 0.5 %), in comparison to 
the molar fraction of 3HV (8.3 ± 0.0 %) obtained at lower concentration (10 mM).Finally, 
it was showed that there are no significant changes in the mean molecular mass (MMM) 
under the conditions evaluated. For that reason, it is important to point out that molar 
fraction of 3HV had not a relationship with the MMM of the copolymers produced by the 
OPNA strain of A. vinelandii.
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1. INTRODUCCIÓN 

 

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres de hidroxiácidos, sintetizados y 

acumulados en inclusiones intracelulares por un amplio rango de bacterias y; son 

utilizados como material de reserva de carbono y energía (Reddy et al., 2003; Anjum et 

al., 2016). De igual forma, los PHAs son polímeros biodegradables y biocompatibles que 

presentan características térmicas y mecánicas similares a los plásticos derivados del 

petróleo, por lo cual se han empleado a nivel industrial en diversos campos como en la 

medicina, la agricultura y como una alternativa para sustituir a los plásticos 

convencionales (Philip et al., 2007; Anjum et al., 2016). Los PHAs son sintetizados a 

partir de unidades monoméricas de hidroxiacil formando cadenas lineales. Pueden 

encontrarse como homopolímeros o como copolímeros (Loo & Sudesh, 2007).  

En los últimos años, se ha incrementado el interés por la producción de copolímeros, los 

cuales presentan diferentes propiedades físicas. Esto se debe, al tipo y proporción de 

unidades de hidroxialcanoatos adicionadas a la cadena lineal de PHA (Noda et al., 2005; 

Noda et al., 2010).  Además, las diferentes propiedades termomecánicas de los polímeros 

de PHA están determinadas por el peso molecular, el cual a su vez depende de las 

condiciones de cultivo tales como: la aireación, la concentración y el tipo de fuente de 

carbono y por otros factores como el tipo de fermentación y el tipo de PHA sintasa 

presente en el microorganismo empleado (Doi & Steinbüchel, 2002; Khanna & 

Srivastava, 2005; Peña et al., 2014).  

Nuestro grupo de trabajo se ha enfocado en el estudio de la polimerización de PHAs 

empleando cepas de A. vinelandii. Se ha encontrado, que al emplear estrategias de 

fermentación mixtas (lote y lote alimentado) y en condiciones de limitación de oxígeno 

disuelto se acumulan altas concentraciones de P(3HB) con un peso molecular alto (Peña 

et al., 2014; García et al., 2019). Se sabe que las cepas de A. vinelandii son capaces de 

producir copolímeros de cadena corta como el P(3HB)-co-3HV, cuando se encuentran 

bajo condiciones de cultivo específicas, como en cultivos suplementados con ácidos 

orgánicos (Steinbüchel et al., 1992).  Teniendo en cuenta lo anterior, a partir de la adición 

de precursores en los cultivos se pueden producir copolímeros con diferentes 

composiciones monoméricas que presenten diversas propiedades termomecánicas. 
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2. ANTECEDENTES 

 

2.1 Generalidades de los polihidroxialcanoatos (PHAs) 
 

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres lineales, producidos por un amplio 

rango de microorganismos. Más de 90 géneros y 300 especies bacterianas han sido 

descritas como productoras, entre estas destacan Cupriavidus necator, Pseudomonas spp 

y A. vinelandii. Asimismo, se han reportado algunas arqueas productoras como Haloferax 

sulfurifontis, Natronobacterium y Natronococcus (Philip et al., 2007; Muhammadi et al., 

2015). 

Las bacterias productoras se pueden dividir en dos grupos. Aquellas que requieren de una 

limitación nutricional (fósforo, nitrógeno u oxígeno) para acumular el biopolímero, tal es 

el caso de Ralstonia eutropha y P. oleovorans; mientras que, existen bacterias capaces de 

acumular PHAs sin limitación nutricional como A. vinelandii y cepas recombinantes de 

Escherichia coli (Muhammadi et al., 2015). En ambos casos, una vez que la fuente de 

carbono es asimilada, se convierte en hidroxialcanoatos que posteriormente se 

polimerizan y acumulan en forma de gránulos insolubles en el citoplasma, que sirven 

como material de reserva de carbono y energía (Steinbüchel et al., 1992; Madison & 

Huisman, 1999; Philip et al., 2007).  

Los PHAs se caracterizan por ser biodegradables y biocompatibles, lo que les permite 

tener un amplio rango de aplicaciones (Raza et al., 2018). Asimismo, presentan 

propiedades termomecánicas similares a los plásticos derivados del petróleo, por lo cual 

son considerados como sustitutos de estos plásticos convencionales (Anderson & Dawes, 

1990; Raza et al., 2018).  

Los monómeros de PHAs presentan una estructura general, que se muestra en la figura 1. 

Donde R hace referencia a la longitud de la cadena lateral, x hace referencia al tamaño 

del grupo alquilo. Tanto R como x determinan el tipo de unidad monomérica de PHA 

(Loo & Sudesh 2007). En estos polímeros el grupo carboxilo de un monómero forma un 

enlace éster con el grupo hidroxilo del monómero adyacente (Muhammadi et al., 2015). 

Los PHAs son polímeros diversos, esto se debe a que poseen diferentes longitudes del 
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grupo alquilo, diferentes proporciones de los distintos monómeros y la presencia de 

monómeros con grupos sustituyentes (García, 2014). 

 

 

 

Figura 1. Estructura química general de los PHAs (Loo & Sudesh 2007). SCL (monómeros de cadena 
corta) y MCL (monómeros de cadena media)   

 

Los PHAs se pueden clasificar de diferentes formas. Como monómeros de cadena corta 

(SCL por sus siglas en inglés) (contiene 3 a 5 átomos de carbono), cadena media (contiene 

6 a 14 átomos de carbono) (MCL por sus siglas en inglés) y cadena larga (contiene más 

de 14 átomos de carbono (LCL por su siglas en inglés), dependiendo del número de 

átomos de carbono presentes, o por el tipo de monómeros que lo componen en 

homopolímeros (presentan solo un tipo de monómeros) y copolímeros (cuando presenta 

dos o más tipos de monómeros) (Steinbüchel et al., 1992; Loo & Sudesh 2007). Estos 

últimos, se pueden dividir en copolímeros de cadenas cortas como el P(3HB-co-3HV), 

cadenas medias como el P(3HHx-co-3HO) o de ambos tipos de cadenas como el P(3HB-

co-3HHx) (Akaraonye et al., 2010). 

2.1.1 Importancia del peso molecular de los PHAs.  

 

Se ha reportado que, el peso molecular determina el comportamiento mecánico del 

polímero e influye en parámetros como el punto de fusión y la cristalinidad (Iwata, 2005; 

Khanna & Srivastava, 2005). Los altos pesos moleculares contribuyen a presentar una 

mayor resistencia y módulo de elasticidad; en el homopolímero P(3HB), pesos 

R x Tipo de monómero  Nombre del monómero  

H 1 SCL 3-hidroxipropionato (3HP) 

CH3 1 SCL 3-hidroxibutirato (3HB) 

C2H5 1 SCL 3-hidroxivalerato (3HV) 

C3H7 1 MCL 3-hidroxihexanoato (3HHx) 

C5H11 1 MCL 3-hidroxioctanoato (3HO) 

C7H15 1 MCL  3-hidroxidecanoato (3HD) 
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moleculares en un rango entre 3-11 x 106 Da permiten obtener materiales más flexibles, 

con mejor elongación a la ruptura y sin afectar su biodegradabilidad; mientras que, en 

pesos moleculares por debajo de 3 x 102 Da generan materiales muy frágiles y con 

degradaciones térmicas tempranas (Aoyagi et al., 2003; Iwata, 2005; Hong et al., 2013).  

Es importante señalar que, el peso molecular se ve influenciado por los parámetros de 

cultivo tales como: la composición del medio, la aireación, la condición de oxígeno, la 

concentración y el tipo de fuente de carbono, el pH y la temperatura (Doi & Steinbüchel 

2002; Khanna & Srivastava 2005; Peña et al., 2014). Estudios previos con cepas de A. 

vinelandii, han demostrado que el peso molecular de P(3HB) se encuentra asociado a la 

fase de cultivo (crecimiento de la población bacteriana) y a la actividad de las sintasas 

(enzima polimerizante) y depolimerasas (enzima despolimerizante) (Millán et al., 2016). 

En cultivos en biorreactor de la cepa OP, el máximo peso molecular (4,800 kDa) se 

obtiene durante la fase exponencial, lo que concuerda con la mayor actividad de la sintasa; 

mientras que, en la fase estacionaria disminuye el peso molecular a 3,600 kDa, debido al 

aumento en la actividad de la depolimerasa. Es importante resaltar que, en este estudio, 

se emplearon dos valores de tensión de oxígeno disuelto (1-15%); sin embargo, el peso 

molecular no se vio afectado por la condición de oxígeno (Millán et al., 2016). Por otra 

parte, se ha reportado que en cultivos en matraces agitados (500 mL) de la cepa OPN de 

A. vinelandii, la aeración influye sobre el peso molecular promedio de los polímeros de 

PHB, siendo en una condición de baja aireación (200 mL de volumen de llenado) donde 

se obtiene el máximo peso molecular (3,670 ± 270 kDa), mientras que, en una condición 

de mayor aireación (100 mL de volumen de llenado) el peso molecular disminuye a 2,600 

± 170 kDa (Peña et al., 2014). Por su parte, polímeros de P(3HB) de alto peso molecular 

(6,500 kDa) se han obtenido en cultivos en biorreactor de la cepa OPNA de A. vinelandii 

cuando se emplea un medio complejo en una relación Carbono/Nitrógeno= 18, sin control 

de la tensión de oxígeno disuelto (Castillo et al., 2017).  

En el caso de los copolímeros de PHAs, se ha observado que el peso molecular se ve 

afectado por la composición monomérica (Myshkina et al., 2010; Tappel et al., 2014; 

Bonartsev et al., 2017). Previamente, Tappel et al., (2014) observaron que en cultivos en 

biorreactor de la cepa mutante LS5218-STQKABGK de Escherichia coli, el peso 

molecular promedio del P(3HB) es significativamente mayor (652.6 ± 9.0 kDa), 

comparado con el peso molecular promedio de los copolímeros de P(3HB)-co-MCLs (3-

hidroxioctanoato y 3-hidroxidodecanoato) cuando se tiene una composición de 5 (211.2 
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± 34.5 kDa) y 7% (163.8 ±  29.5) de MCLs. Asimismo, Bonartsev et al., (2017) reportaron 

que en cultivos en matraces agitados de la cepa 7B de A. chroococcum, el peso molecular 

promedio del P(3HB) es de 1,630 kDa, mientras que, que en el copolímero P(3HB)-co-

3HV con un porcentaje mol de 3HV de 9.08%, el peso molecular promedio disminuyó a 

820 kDa. 

2.1.2 Propiedades termomecánicas de los PHAs 

 

Las propiedades termomecánicas de los PHAs son diversas. En general los monómeros 

de SCL-PHA son materiales rígidos, muy frágiles y presentan poca resistencia a la 

tracción; mientras que, los monómeros de MCL-PHA son amorfos, muy elásticos, con 

bajo punto de fusión y gran elongación a la ruptura (Loo & Sudesh, 2007).  

El P(3HB) es uno de los polímeros mejor caracterizado de la familia de los PHAs; está 

constituido por monómeros de cadena corta (3-hidroxibutirato) y presenta propiedades 

mecánicas similares a plásticos convencionales como el polipropileno de baja densidad 

(Loo & Sudesh, 2007). Sin embargo, se ha reportado que tiende a ser un material 

quebradizo, frágil, rígido, parcialmente cristalino y con un alto punto de fusión, lo que 

limita no solo la capacidad de procesarlo, sino también su rango de aplicaciones (Noda et 

al., 2005; Myshkina et al., 2010; Hong et al., 2013; Anjum et al, 2016).  

Tabla 1. Comparación de PHAs con diferentes proporciones monoméricas. Modificado de Loo & Sudesh, 
2007; Anjum et al., 2016. 

Polímero 
Contenido del 

polímero  

Temperatura de 

cristalización (°C) 

Temperatura de 

fusión (°C) 

Elongación a la 

ruptura (%) 

P(3HB-co-4HB) 3 mol % 4HB n. a 166 45 

P(3HB-co-4HB) 16 mol % 4HB -7 130 444 

P(3HB-co-4HB) 90 mol % 4HB -42 50 1080 

P(3HB-co-3HHx) 10 mol % 3HHx -1 127 400 

P(3HB-co-3HHx) 15 mol % 3HHx - 115 760 

P(3HB-co-3HHx) 17 mol % 3HHx - 120 850 

 

Previamente, se ha reportado que la incorporación de otras unidades de hidroxiácidos 

permite mejorar las propiedades físicas del P(3HB) (Sudesh & Doi, 2005). Tal es el caso 

del copolímero de cadenas cortas P(3HB)-co-(3HV), el cual presenta mejores 

propiedades mecánicas que al P(3HB), lo que lo hace un material menos quebradizo y 
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rígido, además de ser similar a plásticos convencionales tales como polipropileno, 

poliestireno, y polietileno de alta densidad (Muhammadi et al., 2015). 

En los copolímeros las diferentes propiedades dependen del porcentaje mol (% mol) de 

los monómeros que lo componen (Matsusaki et al., 2000).  Algunos autores han reportado 

estudios sobre la relación que existe entre la modulación de la composición monomérica 

y su efecto en las propiedades termomecánicas, donde se ha demostrado que la relación 

no siempre es lineal, ya que, en algunos casos al aumentar el % mol, no se mejoran las 

propiedades (Tabla 1). Sin embargo, ciertas propiedades mecánicas como la elongación 

a la ruptura y la flexibilidad presentan una relación lineal con el porcentaje mol de los 

monómeros (Chang et al., 2014). Mendonça et al., (2017) observaron que al incrementar 

el % mol del 3HHx en el copolímero de P(3HB)-co-3HHx aumentaba la elongación a la 

ruptura (máximo esfuerzo que resiste un material antes de su rotura por estiramiento), lo 

que permitía obtener un material más suave y flexible.  

Uno de los copolímeros de cadenas cortas más estudiados es el P(3HB)-co-3HV, el cual 

presenta una temperatura de fusión (cambio de fase sólida a una fase amorfa) menor a la 

del P(3HB). Asimismo, se ha reportado que el incremento en la fracción molar del 

hidroxivalerato disminuye el módulo de Young (la resistencia de un material a la 

deformación elástica), lo que permite que sea un material más extensible (Loo & Sudesh 

2007; Myshkina et al., 2010). Por otra parte, el P(3HB)-co-3HV presenta una amplio 

rango de propiedades termomecánicas dependiendo del porcentaje de 3HV presente, entre 

ellas presenta temperaturas de fusión de 145 °C (20 mol% 3HV) a 170 °C (3 mol% 3HV), 

módulo de Young de 1.2 GPa (20 mol% 3HV) a 2.9 GPa (3 mol% 3HV) y resistencia a 

la tracción (máximo esfuerzo que resiste un material antes de una deformación 

permanente) de 32 MPa (20 mol% 3HV) a 38 MPa (3 mol% 3HV) (Myshkina et al., 

2010).  

2.1.3 Aplicaciones de los PHAs 
 

En la actualidad, los PHAs tienen varios campos de aplicación. Son sustitutos de plásticos 

convencionales, debido a que son termoplásticos biodegradables, son insolubles en agua, 

presentan un alto grado de polimerización, no son tóxicos y presentan propiedades 

termomecánicas similares a los derivados de petróleo (Muhammadi et al., 2015; Anjum 

et al., 2016). Al ser biodegradables, se pueden degradar hasta dióxido de carbono y agua 
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en condiciones aeróbicas, mientras que en condiciones anaeróbicas se degradan 

completamente a metano y dióxido de carbono. Estos procesos son mediados por 

mecanismos enzimáticos en microorganismos presentes en diferentes hábitats como en el 

suelo, el mar y en aguas residuales (Khanna & Srivastava, 2005).  

Asimismo, son biocompatibles, es decir, no generan ningún compuesto tóxico durante su 

degradación por lo cual, se han empleado en el área médica y farmacéutica, 

específicamente en ingeniería de tejidos (placas óseas y suturas quirúrgicas), en el diseño 

de matrices para la proliferación celular y en la liberación controlada de fármacos y 

hormonas (Anjum et al., 2016; Raza et al., 2018).  Sin embargo, los homopolímeros como 

el P(3HB) presentan alta resistencia a la hidrólisis y bajas tasas de degradación, limitando 

su uso en este campo. Esto ha permitido que copolímeros como el P(3HB)-co-3HV se 

empleen en esta área (Philip et al., 2007; Anjum et al., 2016; Raza et al., 2018). En el 

campo agrícola, se utilizan en la encapsulación de semillas, encapsulación y liberación 

controlada de fertilizantes y como materiales de infraestructura de invernaderos 

(Verlinden et al., 2007). 

2.2 Biosíntesis de PHAs  

 

La fuente de carbono es asimilada por la bacteria, convertida en precursores, los cuales 

son polimerizados en polihidroxialcanoatos. La síntesis de PHAs es dependiente de las 

vías metabólicas presentes en la célula, que se encargan de metabolizar la fuente de 

carbono suministrada (por ejemplo, la adición de ácidos orgánicos activa la vía de β-

oxidación; mientras que, la glucosa es metabolizada por la vía de Entner Doudoroff (ED)), 

y de la especificidad de la PHA sintasa por el precursor que se genere (Sudesh & Doi, 

2005; Loo & Sudesh, 2007). Las vías metabólicas para la producción de 

polihidroxialcanoatos se resumen en la figura 2.   

La síntesis de SCL-PHA involucra tres reacciones enzimáticas, iniciando con la 

condensación de dos moléculas de acetil-CoA (provenientes del catabolismo de 

carbohidratos o ácidos grasos) para formar acetoacetil-CoA, mediante la acción de una β-

cetotiolasa (phbA). Luego se da la reducción de acetoacetil-CoA mediada por la 

acetoacetil-CoA reductasa dependiente de NADPH (phbB), para generar (R)-3-

hidroxibutiril-CoA, el cual es el monómero para la polimerización por la PHA sintasa 

(phbC) de tipo l. Los genes phbA, phbB y phbC que codifican para las enzimas 
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biosintéticas, se encuentran en el operón phbBAC (Segura et al., 2003). Las cepas de 

Cupriavidus necator y A. vinelandii producen homopolímeros como poli-3-

hidroxibutirato P(3HB) a partir de esta vía (Jackson & Dawes, 1976; Madison & 

Huisman, 1999).  

Figura 2. Vías metabólicas involucradas en la biosíntesis de polihidroxialcanoatos de cadena corta y cadena 

media en A. vinelandii y en especies de Pseudomonas.  

 

Cuando se emplean ácidos grasos como fuente de carbono, estos pueden ser utilizados 

como sustratos para la síntesis de PHAs por la vía de β-oxidación (Blunt et al., 2018). En 

especies de Pseudomonas, el catabolismo de los ácidos grasos genera el intermediario 

enoil-CoA, el cual es convertido mediante la adición de una molécula de agua al doble 

enlace del enoil por la enzima esteroespecífica trans-enoil-CoA hidratasa (PhaJ) en (R)-

3-hidroxiacil-CoA, precursor para la síntesis de MCL-PHA por la PHA sintasa de tipo ll 

(Prieto et al., 2016). Las cepas de A. vinelandii producen copolímeros de cadena corta, 

como el P(3HB)-co-P3HV a partir de esta vía, cuando se adiciona ácido valérico como 

precursor (Steinbüchel et al., 1992) (Fig. 2).  

Cuando se emplean otras fuentes de carbono como carbohidratos, glicerol, acetato y 

ácidos grasos volátiles, estos pueden ser oxidados a acetil-CoA y canalizarse hacia la 

síntesis de MCL-PHAs a partir de la vía de biosíntesis de novo de ácidos grasos (Prieto 

et al., 2016; Blunt et al., 2018). En esta vía se obtiene el (R)-3-hidroxiacil-ACP, el cual 

Azúcares , Acidos grasos 
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es convertido en el sustrato de la sintasa por la acción de una 3-hidroxiacil-ACP 

tioesterasa (PhaG), encargada de separar a la proteína acarreadora de acilos (ACP) del 

(R)-3-hidroxiacil, este es activado por la ligación de un CoA (proveniente de una 

molécula de acetil-CoA) mediado por la (R)-3- hidroxiacilo-CoA ligasa, que se encuentra 

codificada en especies de Pseudomonas (Hokamura et al., 2015) (Fig. 2). En contraste, 

A. vinelandii no presenta los genes que codifican estas enzimas, por ende, no puede 

sintetizar PHAs por esta vía. 

2.3 Efecto de las condiciones de cultivo sobre la síntesis de PHAs 
 

2.3.1 Efecto del oxígeno disuelto (TOD) y la velocidad de trasferencia de oxígeno 

(VTO) sobre la síntesis de los PHAs. 

 

La tensión de oxígeno disuelto (% TOD) es un parámetro que influye sobre el crecimiento 

celular y la síntesis del polímero. Se ha reportado que, en cepas de A. vinelandii la síntesis 

de P(3HB) se ve favorecida en valores cercanos a 1 %, mientras que, valores cercanos a 

10 % favorecen el crecimiento celular (García et al., 2014). Asimismo, se ha reportado 

que, la TOD crítica es de 4 % de saturación, valores < 4 % se denominan condiciones de 

limitación de oxígeno, donde se favorece la síntesis del homopolímero (Lozano et al., 

2011).  

En limitación de oxígeno, hay un incremento en los niveles intracelulares de NADPH y 

NADH, vinculados con la represión de enzimas de la vía de los ácidos tricarboxílicos 

como la citrato sintasa e isocitrato deshidrogenasa y en la degradación de P(3HB) como 

la 3-hidroxibutirato deshidrogenasa, por lo cual el acetil-CoA no entra en la vía de los 

ácidos tricarboxílicos, disminuyendo así el flujo de carbono a través de esta vía, y una 

disminución en la degradación de P(3HB). Mientras tanto, la actividad de las enzimas β-

cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa aumenta, favoreciendo el flujo de acetil-CoA a la 

vía de biosíntesis de P(3HB) (Senior et al., 1972; Anderson & Dawes, 1990). Bajo esta 

condición de limitación se dificulta el monitoreo de la TOD, por lo cual, se ha empleado 

la velocidad de transferencia de oxígeno (VTO), como parámetro para monitorear la 

disponibilidad de oxígeno durante el cultivo.  

Por otra parte, se ha evidenciado que el oxígeno tiene un efecto sobre la producción y el 

peso molecular de los polímeros de PHAs (Blunt et al., 2018). Peña et al., (2014) 

observaron que, al emplear la cepa mutante OPN de A. vinelandii, (la cual presenta una 
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mutación en el sistema Pts, específicamente en el gen ptsN, que codifica la enzima IIANtr; 

lo que incrementa la acumulación de P(3HB) (Noguez  et al.,  2008) en cultivos en 

condiciones de baja transferencia de oxígeno (2 mmol L-1 h-1), se obtiene P(3HB) de alto 

peso molecular (3,670 ± 270 kDa); mientras que, en una condición de mayor transferencia 

de oxígeno (5 mmol L-1 h-1) el peso molecular es menor (2,600 ± 170 kDa). Asimismo, 

Myshkina et al., (2008) reportaron que en cultivos en matraces agitados de la cepa 7B de 

A. chroccoccum, bajo una condición de aerofilia (agitación 200 rpm) se obtiene P(3HB) 

de un peso molecular de 1,480 kDa, pero en condiciones de microaerofilia (sin agitación) 

el peso molecular incrementa a 1,820 kDa; sin embargo, los autores no presentan 

desviaciones estándar o indican si existen diferencias significativas entre los valores 

obtenidos en las condiciones de cultivo evaluadas. 

El oxígeno también tiene un efecto sobre la modulación de los copolímeros de PHAs 

(Blunt et al., 2018). En modelos bacterianos como Comamonas acidovorans se ha 

reportado que, la VTO tiene un efecto negativo sobre la composición monomérica de los 

PHAs, ya que, al ser cultivada en matraces agitados y al aumentar el volumen de llenado 

de 50 a 300 mL, es decir disminuir la VTO, se incrementa el porcentaje mol de 4HB (de 

18 a 50 %) en el copolímero de P(3HB)-co-4HB (Lee et al., 2004). Asimismo, Cavalheiro 

et al., (2012) reportaron que en cultivos en biorreactor suplementando los cultivo de 

Cupriavidus necator con oxígeno puro. Al disminuir la tensión de oxígeno disuelto de 20 

a 2 %, se incrementa el porcentaje de 4HB de 11.4 % a 12.3 % en los copolímeros de 

P(3HB-co-4HB); sin embargo, es importante señalar que estos autores no indican si 

existen diferencias significativas entre los porcentajes de 4HB obtenidos, ni el número de 

experimentos realizados para obtener estos porcentajes. 

 En contraste con lo anteriormente mencionado, se ha evidenciado que en cultivos en 

biorreactor de la cepa OP de A. vinelandii, condiciones de VTOmáx de 17.2 ± 1.2 mmol L-

1 h-1 permiten incrementar el porcentaje mol de 3HV (34.95 ± 6.6 %) en el copolímero de 

PHBV, comparado con  una condición de VTOmáx baja (4.3 ± 0.7 mmol L-1 h.1) donde se 

obtiene una fracción mol de 3HV de 18.58 ± 6.4 %. Lo que sugiere que la VTOmáx tiene 

un efecto positivo sobre el contenido de 3HV incorporado en el copolímero de PHBV 

producido por esta cepa (Urtuvia et al.,2020).  
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2.3.2 Efecto del precursor y su concentración sobre la síntesis de los PHAs. 

 

Los PHAs son producidos a partir de un amplio rango de sustratos (aceites, azúcares, 

grasas, residuos agrícolas y subproductos industriales). En el caso de los copolímeros, su 

composición monomérica es dependiente de la fuente de carbono que se emplee (Loo & 

Sudesh, 2007; Anjum et al., 2016). Estas a su vez se encuentran relacionadas 

estructuralmente con el monómero que se va a producir (Loo & Sudesh 2007).  

En modelos bacterianos productores de PHBV como Alcaligenes eutrophus y R. 

eutropha, se ha reportado que, los ácidos grasos de cadena impar (ácido propiónico, 

valérico, heptanoico y nonanoico), el n-pentanol, y aminoácidos como valina, isoleucina 

y metionina son precursores para la síntesis de hidroxivaleril-CoA (Chung et al.,1997; 

Loo & Sudesh 2007; Brigham et al., 2012). En el caso de especies de Azotobacter 

diversos autores han demostrado que el tipo, concentración y tiempo de adición del 

precursor afectan el crecimiento celular, la producción y la composición monomérica de 

los copolímeros de PHAs (Page et al.,1992; Pozo et al., 2002; Ryu et al., 2008; Myshkina 

et al., 2010; Bonartsev et al., 2017) 

En lo que se refiere al tipo y concentración del precursor, Page et al., (1992) reportaron 

que en cultivos en matraces agitados de la cepa UWD de A. vinelandii, la adición de 

valerato (en una concentración final de 10 mM), permite producir el máximo porcentaje 

de 3HV (16 %) en el copolímero de PHBV; mientras que, la adición de heptanoato (10 

mM) generó un 5.3 % de 3HV. Precursores como 4-pentenoato, 1.4-butanediol y 

propionato no produjeron monómeros de 3HV. Asimismo, estos autores observaron que, 

en cultivos lote de la cepa UWD, al incrementar la concentración de valerato de 10 a 40 

mM, incrementa el contenido de 3HV de 17 a 24 %; sin embargo, en concentraciones 

mayores (50 -100 mM) no se observa un incremento en la fracción molar de 3HV. Sin 

importar la concentración de valerato que se adiciona al medio de cultivo, se observa una 

disminución en el porcentaje de acumulación y la producción de biomasa. Un 

Comportamiento similar fue reportado por Pozo et al., (2002), quienes observaron en 

cultivos en matraces agitados de la cepa H23 de A. chroococcum una disminución 

significativa en la producción de biomasa (6.21 ± 0.17 a 3.70 ± 0.21 gL-1) y PHAs (5.21 

± 0.20 a 3.70 ± 0.30 gL-1), cuando se incrementaba la concentración de valerato de 10 

hasta 100 mM; mientras que, el porcentaje de 3HV incrementó de 12 a 25 % cuando la 
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concentración del precursor incremento a 50 mM. Sin embargo, en concentraciones 

mayores (>50 mM) no se observa un incremento en el contenido de 3HV.  

Además de la concentración del precursor, otra variable de cultivo que se ha reportado 

que tiene un efecto en la composición monomérica es el tiempo de adición. Previamente, 

Page et al., (1992) observaron que en cultivos en biorreactor de la cepa UWD, al adicionar 

el valerato (concentración final de 10 mM) en la zona más activa de biosíntesis de PHA 

(12 horas de cultivo) su velocidad de incorporación era de 3.1 mol% HV h-1, obteniendo 

un 16 % de 3HV; mientras que, al adicionar el precursor después de la zona activa de 

biosíntesis de PHA, la velocidad de incorporación disminuía (1.5 mol% HV h-1), al igual 

que el porcentaje mol de 3HV (12 %). Asimismo, Bonarsetv et al, (2017) reportaron que 

en cultivos en matraces agitados de la cepa 7B de A. chroococcum al adicionar valerato 

(20 mM) al inicio de cultivo, se obtiene una fracción molar de 3HV de 9.1 %; mientras 

que, al adicionar la misma concentración de valerato a las 12 horas de cultivo, incrementa 

la fracción molar de 3HV a 21.2 %. 

 2.4 Azotobacter vinelandii productora de PHAs 

 

A. vinelandii es una bacteria Gram negativa, que habita en suelos y aguas frescas. Es 

móvil por flagelos perítricos y tiene la capacidad de fijar nitrógeno. Sus células son 

pleomórficas variando desde bacilos hasta células en forma de cocos (Espín, 2002). A. 

vinelandii produce dos polímeros: el alginato que es un polisacárido extracelular y el 

P(3HB). Se ha reportado que el porcentaje de acumulación de P(3HB) es de 80 % del 

peso seco de la célula (Galindo et al., 2007; García et al., 2014).  

Previamente, se ha observado que A. vinelandii tiene la capacidad de producir 

copolímeros de cadena corta como el PHBV, a partir de la adición de precursores como 

ácidos grasos, alcoholes y alcanos (Page et al., 1992). Esto se debe a la presencia del gen 

PhaJ que codifica para una enoil-CoA hidratasa R específica, que tiene la capacidad de 

adicionar una molécula de agua al doble enlace del enoil-CoA generando el R-3-

hidroxiacil. Lo anterior permite la desviación de intermediarios provenientes de la vía de 

β-oxidación para la producción de monómeros de cadena corta (Setubal et al., 2009; 

Kawashima et al., 2012) (Fig 2).  
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Estudios previos con cepas de A. vinelandii han evidenciado el efecto del oxígeno, de la 

concentración y del tiempo de adición del precursor en la producción de copolímeros de 

PHBV. Page et al. (1992) reportaron que en cultivos en biorreactor de la cepa UWD, al 

incrementar la concentración del precursor (ácido valérico) de 10 a 40 mM, incrementa 

el porcentaje mol de 3HV de 17 al 40 % en el copolímero. Asimismo, en el mismo estudio 

se evidenció que al adicionar el ácido valérico en la fase de mayor producción de P(3HB) 

se obtiene 16 % mol de 3HV en la composición; mientras que, cuando el precursor se 

adiciona al inicio del cultivo, se obtiene 8.5 % mol de 3HV.  

 

2.4.1 Cepa OPNA de A. vinelandii 

 

La regulación de la síntesis de P(3HB) es un proceso complejo, ya que, sucede a diferentes 

niveles (Fig 3). Se ha establecido que sistemas de regulación como el Sistema de Dos 

Componentes GacS/GacA y el sistema PTSNtr controlan la expresión del operón phbBAC, 

constituyendo reguladores centrales en la síntesis de P(3HB) (Noguez et al., 2008; 

Hernández-Eligio et al., 2011). 

Con el fin de optimizar la producción de este polímero se han diseñado cepas mutantes 

de A. vinelandii. Tal es el caso de la cepa OPNA, la cual es derivada de la cepa OP 

(mutante espontánea no productora de alginato). En la cepa OPNA se inactivaron los 

genes que codifican para las proteínas IIANtr y RsmA que regulan negativamente la 

síntesis de PHB. La proteína IIANtr (codificada por el gen ptsP) forma parte del sistema 

de fosfotransferasa relacionada con el nitrógeno. En su estado no fosforilado inhibe la 

expresión del operón de P(3HB) y la acumulación de este polímero (Noguez et al., 2008). 

RsmA, es una proteína pequeña, del sistema de regulación global GacS/A-Rsm, Rsm 

controla expresión del operón phbBAC y phbR, mediante la unión a los RNAs mensajeros 

inhibiendo así su traducción (Hernández-Eligio et al., 2011). 
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Figura 3. Modelo de regulación de la expresión de los genes phbBAC y phbR por los sistemas GacS/A-Rsm 
y PtsNtr en A. vinelandii. Obtenida de Peña et al., (2004). 

 

Se ha evaluado el efecto de las mutaciones presentes en esta cepa sobre la producción y 

acumulación de PHB. Ramírez (2011) evaluó en matraces agitados la producción de 

polímeros por cepas mutantes (OP, OPA, OPN y OPNA) de A. vinelandii, reportando que 

la cepa OPNA presentaba la mayor concentración de P(3HB) (9.3 ± 0.3 g L-1) y la mayor 

productividad (0.46 gPHB/g sacarosa) comparada con las demás cepas mutantes. 

Indicando así que las mutaciones presentes en esta cepa tenían un efecto positivo sobre la 

síntesis del polímero.  

Asimismo, se han realizado cultivos en biorreactor de esta cepa, donde se ha determinado 

que tiene la capacidad de sintetizar polímeros de alto peso molecular (6,500 kDa) y 

obtener concentraciones máximas de P(3HB) (27 g L-1) cuando se emplean diferentes 

estrategias de fermentación (García, 2014; Castillo et al., 2017; García et al., 2019). Sin 

embargo, no se ha evaluado su capacidad de producir copolímeros de cadena corta 

mediante la adición de precursores. 

 

 

GacS 

Acetoacetyl-CoA PHB 

- Phosphoenolpyruvate 

- Pyruvate 

1 
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3. JUSTIFICACIÓN 

 

 

En la actualidad, se ha incrementado el interés en la producción de copolímeros de PHAs, 

los cuales presentan diversas propiedades termomecánicas, estas a su vez se encuentran 

determinadas por los cambios en la composición monomérica de los copolímeros. Se sabe 

que los parámetros de cultivo influyen sobre la composición monomérica, adquiriendo 

relevancia a la hora de generar composiciones definidas y propiedades termomecánicas 

específicas. Por lo anterior, en el presente trabajo se propone estudiar, el efecto de las 

condiciones de cultivo (velocidad de transferencia de oxígeno, concentración y tiempo de 

adición de ácido valérico) sobre la respuesta metabólica y la composición monomérica 

de los copolímeros de PHBV producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii.  
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4. HIPÓTESIS 

 

En cultivos de la cepa OPNA de A. vinelandii, la fracción molar del 3HV del copolímero 

P(3HB)-co-3HV se incrementará debido a un aumento en la velocidad de transferencia 

de oxígeno y en la concentración del ácido valérico; mientras que, el tiempo de adición 

del ácido valérico no tendrá un efecto.  

 

5. OBJETIVOS 

 

 5.1 OBJETIVO GENERAL  

 
  
Estudiar la biosíntesis de copolímeros de cadena corta de polihidroxialcanoatos, 

empleando la cepa OPNA de A. vinelandii, bajo diferentes condiciones de cultivo 

(velocidad de transferencia de oxígeno, concentración y tiempo de adición del ácido 

valérico). 

 

 

5.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

 
  

 Determinar el efecto de las condiciones de cultivo (velocidad de transferencia 

de oxígeno, concentración y tiempo de adición del ácido valérico) sobre el 

crecimiento, producción y composición del copolímero PHBV de la cepa 

OPNA de A. vinelandii en matraces agitados. 

 Determinar el efecto de la velocidad de transferencia de oxígeno sobre el 

crecimiento, la producción y la composición del copolímero de PHBV de la 

cepa OPNA de A. vinelandii en cultivos en lote en biorreactores de 3L. 

 Analizar el peso molecular de los diferentes copolímeros de PHAs generados 

y determinar su relación con la composición monomérica. 
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6.  ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

 

En la figura 4 se presenta un diagrama de la estrategia experimental llevada a cabo durante 

el desarrollo de este proyecto.   

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Durante la primera fase, se realizó un estudio exploratorio para determinar las condiciones 

de cultivo, que permitieran obtener la mayor fracción molar de 3HV en los copolímeros 

producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii. Para ello se realizó un diseño factorial 23 

donde se evaluaron tres factores a dos niveles: velocidad de transferencia de oxígeno (a 

100 mL medio BS, matraces de 500 mL, 

29 °C, 200 rpm, ácido valérico adicionado 

a las 12 h (40 mM) 

Figura 4. Estrategia experimental propuesta.  

1. Selección de condiciones de cultivo y caracterización en matraces  

Parámetros cinéticos  

OPNA de A. vinelandii 

Composición del copolímero PHBV  

Diseño factorial 2 
3
  

10 – 40 (mM) 

100 – 200 (mL) 

12 – 24 (h) 

Cuantificación de proteína, 

biomasa, PHAs. Consumo de 

sacarosa y ácido valérico. 

P(3HB) (3HV) 

Concentración de ácido valérico.  

Volumen de llenado. 

Tiempo de adición. 

Caracterización en matraces con las condiciones establecidas del diseño 

factorial 

2. Evaluación del efecto de la VTOmáx en cultivos en lote 

Parámetros cinéticos  

1.5 L, pH 7.2, 29 °C, 1 vvm, medio BS. Ac. valérico 

(10 mM*) se adiciono a las 6 y 9 horas (para 700 y 

300 rpm, respectivamente 

Cambios en la agitación (300 

y 700 rpm) 

Composición del copolímero 

PHBHV.  

Dos condiciones de VTO
máx 

 5-20 mmol L
-1

 h
-1

  

3. Relación del peso molecular y la composición monomérica.  

Evolución del peso molecular con respecto a la composición 

monomérica de los copolímeros de PHBHV. 

Composición del copolímero PHBHV (GC-MS).  

Variable de respuestas: Máximo porcentaje de 3HV 
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través de cambios en el volumen de llenado), concentración y tiempo de adición del ácido 

valérico. Previamente, se ha reportado que estos factores tienen un efecto sobre la 

composición monomérica de copolímeros de PHAs producidos por especies de 

Azotobacter (Page et al., 1992; Pozo et al., 2002; Bonarsetv et al, 2017; Urtuvia et al., 

2020). 

Para el caso de los niveles, estos fueron definidos en base a lo reportado en la literatura. 

En cuanto a la concentración de ácido valérico se evaluaron 10 y 40 mM, ya que, se ha 

observado que en concentraciones mayores del precursor no hay un incremento en la 

fracción molar de 3HV (Page et al., 1992; Pozo et al., 2002). En el caso del tiempo de 

adición del precursor, se evaluó 12 y 24 horas (correspondientes a la fase activa y la fase 

tardía de biosíntesis de P(3HB), respectivamente), en las cuales se han observado cambios 

en el máximo porcentaje de 3HV (Page et al.,1992). Por último, se modificó el volumen 

de llenado, para tener dos condiciones de velocidad de transferencia máxima (VTOmáx) 

5.87 mmol L-1 h-1(100 mL) y 2.91 mmol L-1 h-1 (200 ml), ya que, se han observado 

cambios significativos en la composición monomérica de los copolímeros producidos 

bajo diferentes VTOmáx (Lee et al., 2004; Urtuvia et al., 2020). Posteriormente, a partir 

de las condiciones definidas en el diseño factorial, se caracterizó el crecimiento y la 

producción de copolímeros en cultivos en matraces de la cepa OPNA. 

 

Con el fin de establecer el efecto del oxígeno sobre el crecimiento, la producción y la 

composición del copolímero PHBV producido por la cepa OPNA de A. vinelandii; en la 

segunda fase del proceso se realizaron cultivos en lote en biorreactores de 3 L. Se 

evaluaron dos condiciones de VTOmáx: 5 mmol L-1 h-1 (que corresponde a una VTOmáx 

similar a la observada en los cultivos en matraces agitados) y 20 mmol L-1 h-1 (que se 

estableció a partir de lo reportado por Urtuvia et al. (2020) quienes observaron que, en 

una VTOmáx de 17.2 mmol L-1 h-1 se obtiene el máximo porcentaje de 3HV), para ello se 

modificó la velocidad de agitación a 300 y 700 rpm, respectivamente. Es importante 

resaltar que la concentración de ácido valérico empleada en los cultivos en biorreactor 

disminuyo de 40 a 10 mM debido al efecto negativo de este en el crecimiento y 

producción de PHAs (observado en matraces agitados). 

 

Finalmente, en la tercera fase se determinó si existía una relación entre el peso molecular 

y la composición monomérica de los copolímeros producidos durante las fases 1 y 2 del 

proyecto. 
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7. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

7.1 Cepa 

La cepa que se empleó en el estudio fue proporcionada por el laboratorio de la Dra. 

Guadalupe Espín (IBT) 

- A. vinelandii OPNA, mutante derivada de la cepa OP, que tiene inactivados los 

sistemas de regulación PTSNTr y RsmA/RsmZY que actúan negativamente en la 

síntesis de P(3HB) (Hernández- Eligio et al., 2011). 

 

7.2 Preservación de la cepa 

La cepa se preserva en medio Burk-sacarosa líquido y glicerol al 80 % a -20 °C.   

 

7.3 Medio de cultivo 

Se utilizó el medio Burk-sacarosa para la reactivación de la cepa en caja de Petri y para 

realizar las cinéticas de crecimiento. Cabe resaltar que, en las cinéticas en matraces se 

reemplazó la fuente orgánica de nitrógeno (extracto de levadura) por una fuente 

inorgánica (sulfato de amonio) empleando 1.4 g L-1, además con el propósito de mantener 

constante el pH, se incrementó la concentración de MOPS a 31 g L-1 (Tabla. 2).  

En los cultivos en biorreactor se empleó como fuente de nitrógeno el extracto de levadura, 

y se realizó el control de pH mediante la adición automática de NaOH, por lo cual se 

omitió el uso de MOPS. 

                                           
Tabla 2. Composición del medio Burk-sacarosa 

Reactivo Concentración en g L-1 

Sacarosa  20 

Extracto de levadura  6.5 

MOPS 31 

 K2HPO4  0.66 

KH2PO4 0.16 

CaSO4 0.05 

NaCl  0.2 

MgSO4 0.2 

NaMoO4·2H2O 0.0029 

FeSO4·7H2O 0.027 
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7.4 Preparación del inóculo  
 

7.4.1 Pre- inóculo  
 

Se reactivaron cajas de la cepa OPNA de A. vinelandii a 29 °C durante 48 a 60 horas en 

medio Burk-sacarosa suplementado con kanamicina y espectinomicina.  

 

 7.5 Cultivos en matraces agitados  

 

La cepa OPNA se cultivó en matraces agitados de 500 ml con 100 ml de medio de Burk 

a 200 rpm y 29 °C durante 20-24 horas. El inóculo se utilizó cuando alcanzó una densidad 

óptica entre 0.16 - 0.18 determinada a 540 nm (correspondiente a una biomasa en peso 

seco entre 0.08 a 0.1 g L-1) (García, 2014; Millán, 2017). Se realizó un diseño factorial 23 

para evaluar la influencia de las condiciones de cultivo sobre la composición monomérica 

de los copolímeros producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii en cultivos en matraces 

agitados de 500 mL. Los tres factores: la VTO, concentración y tiempo de adición de 

ácido valérico, se eligieron basado en lo reportado previamente en la literatura para la 

producción de copolímeros por bacterias (Page et al., 1992; Lee et al., 2004). se probaron 

en un valor bajo y alto representado por los niveles (+1) y (-1), respectivamente (Tabla 

3).  

 

La VTOmáx se modificó mediante cambios en el volumen de llenado (100 y 200 mL) y se 

calculó a partir de la ecuación 1, siendo de.8 y 2.9 mmol L-1 h-1 para 100 y 200 mL, 

respectivamente. El ácido valérico no se neutralizó antes de ser agregado y se probaron 

dos concentraciones finales (10 y 40 mM) y dos tiempos de adición, las 12 y 24 h (que 

corresponde a la fase durante y después de la biosíntesis activa de PHB, respectivamente). 

La variable de respuesta fue el máximo porcentaje de 3HV presente en el copolímero a 

las 48 h de cultivo. Se realizaron un total de ocho experimentos, todos ellos por triplicado. 

El análisis estadístico para el diseño factorial (análisis de varianza (ANOVA), se realizó 

en el software Statgraphics versión 18.1.12. El valor de p se estableció en 0.05. 
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Tabla 3. Factores y niveles utilizados en el diseño experimental 23. Para el factor volumen de llenado se 
calculó la VTOmáx siendo de 5.8 y 2.9 mmol L-1 h-1 para 100 y 200 mL, respectivamente. 

 

Una vez seleccionada la combinación en la que se obtenía el mayor porcentaje de 3HV, 

se caracterizó el comportamiento cinético de la cepa en matraces agitados de 500 mL. 

Cada 12 h se sacrificó un matraz a para realizar mediciones analíticas. Todos los 

experimentos se realizaron por triplicado.  

 

7.6 Cultivos en Biorreactor  
 

El inóculo se preparó en matraces de 500 mL, conteniendo 100 mL de medio Burk-

sacarosa. Los matraces fueron inoculados con dos asadas de las células previamente 

crecidas y se incubaron a 29 °C a 200 rpm durante 24 horas. Posteriormente, el inóculo 

se utilizó cuando alcanzó una densidad óptica entre 0.16 – 0.18 determinada a 540 nm 

(correspondiente a una biomasa en peso seco entre 0.08 a 0.1 g L-1) (García, 2014; Millán, 

2017). 

 

Los cultivos en lote se realizaron en un biorreactor de Applikon de 3 L, con un volumen 

de trabajo de 1.5 L, equipado con dos turbinas Rushton (Di/Dt: 0.35 cm) de seis paletas 

planas y un difusor de aire de 7 orificios. El pH se controló a 7.2 mediante la adición 

automática de NaOH (5N). La espuma se controló mediante la adición manual de 

antiespumante (silicona) al 10 % p/v. La tensión de oxígeno disuelto se determinó 

mediante un electrodo polarográfico de oxígeno y no fue controlada. Los cultivos se 

realizaron por duplicado a 29 °C empleado una velocidad de agitación constante de 300 

y 700 rpm.  

 

 

Factores  Niveles  
(-) (+) 

Concentración de ácido valérico (mM) 10 40 

Volumen de llenado (mL) 100 200 

Tiempo de adición del ácido valérico (h) 12 24 
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8. MÉTODOS ANALÍTICOS 

 

8.1 Determinación de biomasa por peso seco  
 

Se determinó la concentración de biomasa mediante el método gravimétrico de peso seco. 

Se tomaron 5 mL de caldo de cultivo, se centrifugaron 9,660 x g durante 5 minutos. 

Posteriormente, se descartó el sobrenadante, recuperando la pastilla celular en tubos 

Eppendorf previamente tarados. Los tubos se secaron en horno durante 24 horas a 70 °C, 

luego se colocaron en un desecador durante 1.5 horas. Finalmente, se pesaron y por 

diferencia de peso se obtuvo la cantidad de biomasa, expresada en g L-1 (García, 2014). 

 

8.2 Determinación de proteína  
 

La concentración de proteína total en la biomasa se determinó mediante el método 

colorimétrico de Lowry, usando albumina bovina como estándar. La adición del reactivo 

de Folin, incrementa la aparición de color azul, cuya densidad óptica es medida a 625 nm, 

es proporcional a la concentración de proteína presente (Lowry et al., 1951).  

 

Soluciones:  A) Na2CO3 2 % en NaOH 0.1 N; B) Tartrato de Na y K 2 %; C) CuSO4 1 % 

Solución reactiva: Se preparó mezclando 1mL de solución B, 1 mL de solución C y 98 

mL de solución A.  

 

El procedimiento fue el siguiente: se tomó 1 mL de la muestra de caldo de cultivo y se 

centrifugó a 9,660 x g durante 10 minutos. El precipitado se resuspendió en agua 

(aplicando una dilución conforme a la cantidad de muestra). Después, se tomaron 200 µL 

de la muestra y se adicionó 1 mL de la solución reactiva. Se agitó en vortex y se dejó 

reposar durante 10 minutos. Luego, se adicionaron 100 µL del reactivo de Folin y se agitó 

en vortex, se dejó reposar en oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, las muestras 

se centrifugaron por 2 minutos, con el fin de evitar interferencias de sólidos disueltos de 

los polímeros en la medición. Se determinó la absorbancia a 625 nm contra un blanco 

(mezcla de reactivos y agua destilada). Se realizó una curva patrón (Fig. 4) utilizando 

albúmina bovina, en concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 1.0 g L-1 
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Finalmente, para realizar la cuantificación, se empleó la siguiente ecuación:  

 

Proteína (g L-1) = (𝐴𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏𝑎𝑛𝑐𝑖𝑎−0.0953

1.309
) ∗ 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛 

8.3 Cuantificación de azúcares y ácidos orgánicos en el caldo de cultivo 

 

La determinación de sacarosa se realizó mediante la cuantificación de los productos de 

hidrólisis (glucosa y fructosa), para ello se construyó una curva patrón (1-20 mg mL-1) de 

sacarosa hidrolizada con la enzima β-fructofuranosidasa (Sigma-Aldrich). El ácido 

valérico se determinó mediante HPLC. Las muestras se analizaron empleando la columna 

Aminex HPX- 87H (Biorad), los detectores IR/PDA y H2SO4 5 mM como fase móvil, a 

un flujo de 0.65 mL min-1 y 50 °C.  Se construyó una curva patrón de ácido valérico (0.4 

– 4 g L-1), con el fin de extrapolar los valores obtenidos. 

Se tomó 1 mL del caldo de cultivo en tubos Eppendorf de 1.5 mL, se centrifugó a 9,660 

x g durante 15 minutos y se recuperó el sobrenadante. Por otra parte, se preparó una 

solución enzimática pesando 2.5 mg de la enzima β-fructofuranosidasa y disolviéndolos 

en 1 mL de Buffer citratos (0.35 M, pH 4.6). Se mezcló 900 μL del sobrenadante 

recuperado con 100 μL de la solución enzimática y luego se inyectaron 40 μL de la 

muestra al HPLC.  

 

 

Figura 5. Curva estándar de proteína empleada para la cuantificación de proteína 
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8.4 Cuantificación de PHAs 

 

La cuantificación de P(3HB) se llevó a cabo mediante la conversión a ácido crotónico 

(producto de la hidrólisis de PHAs) por la adición de H2SO4 concentrado. Las muestras 

se analizaron por HPLC con un detector de UV (220 nm) y una columna de intercambio 

iónico Aminex HPX-87H (Biorad). La elución se realizó con H2SO4 (5 mM) a un flujo 

de 0.65 mL min-1 y 50 °C (García, 2014). Se construyó una curva patrón con P(3HB) 

comercial, con el fin de extrapolar los valores obtenidos. 

 

Se tomaron entre 3 a 5 mg de biomasa seca y se adicionó 1 mL de H2SO4 concentrado. 

La mezcla se incubó a 90 °C durante 1 hora. Posteriormente, se dejaron enfriar para 

realizar una dilución 1/50 con agua Mili Q y se inyectaron 20 µL de la muestra al HPLC. 

El área bajo la curva en el cromatograma permite cuantificar la concentración de P(3HB) 

(Castillo et al., 2013). A partir, de la siguiente ecuación obtenida de soluciones de P(3HB) 

comercial a concentraciones conocidas entre 0.01 -0.1 mg mL-1  

 

PHAs (%) = (
𝐴𝑟𝑒𝑎 𝑏𝑎𝑗𝑜 𝑙𝑎 𝑐𝑢𝑟𝑣𝑎+103172,04

149332232,67

𝐵𝑖𝑜𝑚𝑎𝑠𝑎 𝑢𝑡𝑖𝑙𝑖𝑧𝑎𝑑𝑎
 × 𝐷𝑖𝑙𝑢𝑐𝑖ó𝑛) × 100 

 

8.5 Peso molecular de los polímeros de PHAs 
 

La distribución de pesos moleculares de los PHAs se estimó mediante cromatografía de 

permeación en gel, usando una columna Shodex GPC K-806M, la cual permite analizar 

muestras con pesos moleculares en rango entre 1,000 a 20,000 kDa, conectada en un 

sistema de HPLC (Peña et al., 2014; Millán, 2017). La fase móvil es cloroformo a 30 °C 

a una velocidad de flujo de 1 mL min-1. La curva de calibración se construyó usando 

estándares de poliestireno de masa molecular de 2.9 x103 – 1.0 x 107 Da. Las muestras de 

los polímeros se filtraron empleando membranas de 0.45 µm tamaño de poro, para 

remover impurezas celulares, antes de ser inyectadas con un volumen de 50 µL en el 

HPLC (Millán et al., 2016). 
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8.6 Determinación de la composición de los copolímeros de PHAs  
 

Para determinar la composición monomérica de los copolímeros, las muestras se 

derivatizaron siguiendo el protocolo propuesto por Juengert et al., (2018) con el fin de 

convertir los monómeros en metil-ésteres. Para lo cual, se tomaron aproximadamente 10 

mg de biomasa seca y se sometieron a un proceso de metanólisis ácida, que consiste en: 

Adicionar 1mL de ácido sulfúrico al 15 %, agitar en vortex durante 3 segundos, luego se 

incuba durante 2 h y 30 minutos a 100 °C. Una vez transcurrido el tiempo se dejan enfriar 

durante 5 minutos, luego se agrega 1 mL de cloroformo con 0.2 % de metil benzoato 

(como estándar interno). Se agitan en vortex por 30 segundos, luego de que se generen 

dos fases, se toma muestra de la fase orgánica para inyectar 1 μL. en el cromatógrafo de 

gases. El cromatógrafo se encuentra equipado con una columna capilar HP-5MS (Agilent 

Technologies 30m x 0.25mm x 0.25μm) y acoplado a masas (Agilent Technologies, 

U.S.A). Se utilizaron curvas de calibración de los estándares del metil 3-hidroxibutirato 

y del metilvalerato.  

 

8.7 Estimación de la velocidad de transferencia de oxígeno  

 

En los cultivos en matraces agitados, la velocidad máxima de transferencia de oxígeno 

(VTOmáx) se calculó a partir de la correlación para determinar la máxima transferencia de 

oxígeno en matraces agitados propuesta por Maier y Büchs (2001), con las constantes de 

proporcionalidad propuestas en el trabajo de Gómez (2015). 

                              𝑉𝑇𝑂𝑚á𝑥 =
1

6
 (𝑛0.84𝑉𝐿

−0.84𝑑0
0.27𝑑−1.25 − 5)                         (Ec. 1) 

Donde 𝑛 es la frecuencia de agitación (min), 𝑉𝐿  es el volumen de llenado (mL), 𝑑0 es el 

diámetro de agitación (cm) y 𝑑 es el diámetro máximo del matraz (cm), esto es 

únicamente valido en diámetros de agitación hasta de 2.50 cm.   

Para los cultivos en biorreactor, la medición del O2 y el CO2 se realizó a la salida del 

reactor utilizando analizadores de gases (BlueSens, BCP- O2 regular y BCP- CO2 regular). 

La VTO se estimó a partir del análisis en línea del nivel de oxígeno gaseoso a la salida 

del biorreactor, utilizando la ecuación propuesta por Zeng et al., (1994): 

                                 𝑉𝑇𝑂 =
𝑉𝐺

𝑉𝐿𝑉𝑁 
(𝑋𝑖𝑛 −  𝑋𝑜𝑢𝑡)                             (Ec. 2) 
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Donde 𝑉𝐺  es el flujo de gas a la entrada (L h-1), 𝑉𝐿  el volumen de trabajo (L), 𝑉𝑁 el 

volumen molar (L mol-1), 𝑋𝑖𝑛  y 𝑋𝑜𝑢𝑡 la fracción mol de oxígeno en la entrada y salida 

respectivamente.  

 

8.8 Cálculo de los parámetros cinéticos 
 

La cinética de crecimiento de A. vinelandii fue descrita a partir del ajuste del modelo 

logístico, reportado por Klimek & Ollis (1980) para fermentaciones de exopolisacáridos 

microbianos. Fue calculada basada en biomasa y proteína.  

                                      𝑑𝑋

𝑑𝑡
= µ𝑋 (1 −

𝑋

𝑋𝑚á𝑥
)                   (Ec. 3) 

donde µ es la velocidad específica de crecimiento (h-1) y Xmáx la concentración máxima 

de biomasa (g L-1). Integrando la ecuación anterior, considerando que X0 = X (t=0) y 

reordenando los términos se obtuvo la ecuación que describe el crecimiento bacteriano 

en el tiempo.  

                                        𝑋 (𝑡) =
𝑋0 𝑒

µ𝑡

1−(
𝑋0

𝑋𝑚á𝑥
)(1−𝑒µ𝑡)

                 (Ec. 4) 

Linealizando la ecuación y graficando contra tiempo se obtuvo la velocidad específica de 

crecimiento (µ) representada por la pendiente del gráfico (García, 2014). 
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9. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

Capítulo 1 

CULTIVOS EN MATRACES AGITADOS 

9.1 Efecto de los factores de cultivo sobre la composición monomérica de los 

copolímeros producidos por la cepa OPNA. 
 

Se evaluó el efecto de tres factores de cultivo (concentración del precursor, la VTO 

mediante el volumen de llenado y el tiempo de adición) sobre la composición monomérica 

de los copolímeros producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii en matraces agitados. 

En la tabla 4 se observan las composiciones en porcentaje mol de los copolímeros 

obtenidos a las 48 horas de cultivo. El máximo porcentaje mol de 3HV (28 ± 2.3) se 

obtuvo en la corrida número 3, al adicionar el precursor en una concentración final de 40 

mM, a las 12 horas de cultivo y empleando un volumen de llenado de 100 mL (es decir 

una condición de VTOmáx de 5.8 mmol L-1 h-1). 

 
Tabla 4. Valores de la variable de respuesta del diseño factorial 23 para cada una de las combinaciones 

evaluadas por triplicado. Donde A: concentración del precursor, B: tiempo de adición y C: 
volumen de llenado hacen referencia a los factores evaluados. La VTOmác se calculó para 100 ml 
(5.87 mmol L-1 h-1) y para 200 ml (2.91 mmol L-1 h-1). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Previamente se ha reportado que, la adición de ácido valérico a las 12 horas de cultivo 

(concentración final de 40 mM) permite obtener un copolímero de P(3HB-co-3HV) con 

24 % mol de 3HV a las 22 horas de cultivo en matraces agitados empleando la cepa de A. 

vinelandii UWD (Page et al.,1992). Asimismo, Myshkina et al. (2010) observaron que en 

cultivos en matraces agitados de la cepa 7B de A. chroococcum, la adición del ácido 

valérico a las 10 horas de cultivo (concentración final de 20 mM) permitió obtener un 

 Variables Respuesta 

Corridas 

 n° 
A B C % PHB % 3HV 

1 10 12 100 88.3 ± 0.6 11.7 ± 0.6 

2 10 24 100 83.2 ± 1.2 16.8 ± 1.2 

3 40 12 100 72.0 ± 2.3 28.0 ± 2.3 

4 40 24 100 79.0 ± 2.0 22.6 ± 2.1 
5 10 12 200 88.7 ± 1.1 11.3 ± 1.1 
6 10 24 200 92.9 ± 4.3 7.1 ± 4.3 
7 40 12 200 95.5 ± 1.0 1.1 ± 0.4 
8 40 24 200 98.6 ± 0.2 1.4 ± 0.2 
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copolímero de P(3HB-co-3HV) con 22.6 % mol de 3HV a las 48 horas de cultivo. 

Igualmente, Urtuvia et al. (2020) reportaron que, en cultivos en matraces de la cepa OP 

de A. vinelandii, la adición de ácido valérico (10 mM) permite obtener un copolímero de 

PHBV con un porcentaje mol de 27.36 ± 2.78 % a las 46 horas después de la adición. Lo 

anterior indica que, el porcentaje de 3HV (28.0 ± 2.3) obtenido en nuestro estudio, se 

encuentra dentro del rango de porcentajes de 3HV reportado para estudios en matraces 

agitados empleando cepas de especies de Azotobacter. 

 

Para determinar el efecto de cada factor (volumen de llenado, tiempo de edición y 

concentración del ácido valérico) sobre el porcentaje mol de 3HV, se realizó un análisis 

pareado con un nivel de significancia de 0.05.  En cuanto al tiempo de adición del ácido 

valérico, no se observó un efecto significativo sobre el porcentaje mol de 3HV, bajo las 

condiciones evaluadas. Esto es contrario a lo que se observaron previamente Bonarsetv 

et al. (2017), quienes reportaron que en cultivos en matraces agitados de la cepa 7B de A. 

chroococcum el tiempo de adición del valerato (20 mM) tiene un efecto sobre la fracción 

molar de 3HV. Obteniéndose una mayor fracción cuando se adiciona el precursor a las 

12 horas cultivo (21.2 %) en comparación a lo obtenido, si se adiciona al inicio del cultivo 

(9.1 %).  

 

Con respecto a la concentración del ácido valérico, se observa que en las corridas en las 

que se empleó 100 mL de volumen de llenado, un incremento en la concentración del 

precursor (de 10 a 40 mM), incrementó significativamente el contenido de 3HV (corridas 

1 y 3; 2 y 4) independientemente del tiempo de adición; mientras que, en las corridas 

donde se empleó un volumen de llenado de 200 mL, el incremento en la concentración 

del precursor afecta de manera significativa negativa el contenido máximo de 3HV 

(corridas 5 y 7; 6 y 8). Esto posiblemente se encuentre relacionado con: 1) el incremento 

en el volumen de llenado disminuye de la velocidad de transferencia máxima (VTOmáx), 

lo que genera cambios en la disponibilidad de oxígeno en los matraces y, por lo tanto, 

cambios en el metabolismo (Büchs, 2001). Adicionalmente, se ha observado que en 

cultivos en matraces agitados de la cepa OP de A. vinelandii, una disminución de la 

VTOmáx afecta negativamente  la velocidad de crecimiento y la producción de P(3HB) 

(Peña et al., 2014); y 2) independientemente de la concentración del ácido valérico, este 

tiene un efecto negativo sobre crecimiento y producción de PHAs (Page et al., 1992); por 
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lo cual, es posible que la respuesta observada se deba a un efecto combinado de la 

disminución de la VTOmáx y el incremento en la concentración del precursor.  

 

En cuanto al efecto del volumen de llenado se observa que, en las corridas donde se tiene 

200 mL, el porcentaje mol de 3HV es significativamente menor (excepto en la corrida 5), 

comparado con lo obtenido a 100 mL. Como se mencionó anteriormente, los cambios en 

el volumen de llenado de los matraces agitados influyen sobre la VTOmáx, y, por ende, en 

la disponibilidad de oxígeno en el líquido (Peña et al., 2014). En este trabajo, los valores 

de VTOmax calculados fueron de 5.87 mmol L-1 h-1 y 2.91 mmol L-1 h-1 para 100 y 200 ml, 

respectivamente. Teniendo en cuenta los resultados, lo anterior sugiere que a mayores 

VTOmax, hay una mayor fracción molar de 3HV.  

 

Para el análisis estadístico del diseño factorial se realizó una ANOVA considerando una 

significancia de 0.05. Es importante señalar que el volumen de llenado es el único factor 

que tiene un efecto significativo sobre la modulación de la composición monomérica (Ec. 

5). Lo cual nos indica que la VTOmax tienen un efecto sobre la composición monomérica 

del copolímero de PHBV.  

 

% 3HV = 12.5083 + 0.775*Concentración precursor – 7.26667*Volumen de llenado – 

0.508333*Tiempo de adición.  Ec. (5) 

 

Previamente, se ha evidenciado en otros modelos bacterianos que el incremento en la 

VTO tiene un efecto negativo sobre la composición monomérica de los PHAs producidos. 

Tal es el caso de Comamonas acidovorans que, al ser cultivada en matraces agitados, se 

reportó que, al aumentar el volumen de llenado de 50 a 300 mL, incrementa el porcentaje 

mol de 4HB del 18 al 50 % en el copolímero de PHB-co4HB (Lee et al., 2004). 

En el caso de A. vinelandii, la influencia de la VTO sobre la composición monomérica 

parece depender de la cepa y las condiciones de cultivo empleadas. Ryu et al., (2008) no 

observaron un efecto de la VTOmáx sobre la composición monomérica de PHBV 

producido por la cepa UWD en cultivo en matraces agitados. Este estudio se realizó en 

dos volúmenes de llenado (50 y 100 mL en matraces agitados de 250 ml), en ambas 

condiciones el contenido de 3HV fue de 4.1 ± 0.4 y de 4.3 ± 0.8%, respectivamente. Por 

el contrario, Urtuvia et al., (2020) se ha reportado que, en cultivos en biorreactor de la 
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cepa OP de A. vinelandii al aumentar la VTO (4.3 ± 0.7 mmol L-1 h.1 a 17.2 ± 1.2 mmol 

L-1 h-1) incrementando la velocidad de agitación (de 300 a 600 rpm), el porcentaje mol de 

3HV aumenta de18.58 ± 6.4 a 34.95 ± 6.6 % en el copolímero de PHBV (Urtuvia et al., 

2020). Esto concuerda con lo obtenido en nuestros resultados, ya que, al incrementar la 

VTO incrementa el porcentaje mol de 3HV en todas las condiciones evaluadas.  

Este fenómeno podría deberse a que la β-oxidación es un proceso oxidativo que requiere 

energía y FAD y NAD+ como aceptores de electrones (Blunt et al., 2018). Además, se ha 

reportado que las relaciones [acetil-CoA] / [CoA] y [NADH] / [NAD] controlan la 

oxidación de los ácidos grasos (Ren et al., 2009), dado que, a bajas concentraciones de 

oxígeno, se incrementa la relación [NADH] / [NAD], debido a una disminución del flujo 

de la cadena respiratoria. La disponibilidad de [NAD] disminuye, afectando la vía de β-

oxidación (Senior et al., 1972; Jackson & Dawes, 1976; Ren et al., 2009). Asimismo, 

bajo esta condición de bajo oxígeno, hay una disminución en la relación [ATP] / [ADP], 

lo que afecta la disponibilidad de energía para la oxidación de los ácidos grasos; mientras 

que, en una concentración más alta de oxígeno, la relación de [NADH] / [NAD] 

disminuye, aumentando la relación [ATP] / [ADP], lo cual estimula la vía de β-oxidación 

de los ácidos grasos (Ren et al., 2009; García et al., 2018).  

 

9.2 Cultivos en matraces agitados de la cepa OPNA   

 

Considerando que la máxima fracción molar de 3HV se obtuvo al adicionar 40 mM de 

ácido valérico agregado a las 12 horas de cultivo y a 100 mL de volumen de llenado (es 

decir, una VTOmáx calculada de 5.87 mmol L-1 h-1) (corrida 3, Tabla 4). Se evaluó el efecto 

de estas condiciones de cultivo sobre el crecimiento celular, la producción y acumulación 

de PHBV. Para ello se realizaron cinéticas en matraces agitados de 500 mL con 

100 mL de medio Burk-sacarosa a 29 °C y a 200 rpm de la cepa OPNA con y sin la 

adición del precursor (ácido valérico). Para los análisis estadísticos se utilizó una prueba 

t pareada con un nivel de significancia de p valor ≤ 0.05, todos los análisis se realizaron 

en el programa Minitab 17. Se estimó, la velocidad específica de crecimiento a partir de 

los datos de proteína, ya que, ha sido reportado que el método gravimétrico no permite 

diferenciar entre los cambios en la población celular y la acumulación de PHAs 

(García, 2014).  
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Figura 6. Efecto de la adición del ácido valérico (precursor) en el crecimiento bacteriano. a) y b) Cinéticas de 
crecimiento con base en biomasa, c) proteína y d) concentración de sacarosa en g L-1 en cultivos en 

matraces agitados en medio Burk-sacarosa de las cepa OPNA sin adición (•) y con adición del 

precursor (▪) de A. vinelandii. La adición del precursor en una concentración de 40 mM se llevó a 
cabo a las 12 horas de cultivo. 

 

Como se observa en la figura 6a y b, la máxima producción de biomasa (en peso seco) se 

alcanzó en la condición control (3.20 ± 0.13 g L-1) a las 48 horas de cultivo, donde se 

presentó un crecimiento con una tendencia exponencial hasta las 36 horas, mientras que, 

en los cultivos donde se adiciona el ácido valérico, el crecimiento tiene una tendencia 

similar al control hasta las doce horas; sin embargo, después de la adición del ácido 

valérico se observa un tendencia lineal. La máxima concentración de biomasa fue de 2.10 

± 0.10 g L-1 obtenida a las 60 horas de cultivo. Por otra parte, se obtuvo una máxima 

producción de proteína para el control de 0.92 ± 0.01 g L-1; mientras que, para la 

condición en la que se añade el precursor fue de 0.50 ± 0.02 g L-1 a las 60 horas de cultivo 

(Fig. 6c). En el caso de los cultivos donde se adicionó el precursor la concentración de 

proteína fue similar al control hasta las 12 horas; sin embargo, después de este tiempo 

hubo una reducción en el crecimiento. Es importante resaltar que el crecimiento fue 

significativamente mayor en los cultivos control (p valor ≤ 0.05). Lo anterior sugiere que, 
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la adición del ácido valérico tiene un efecto negativo sobre la producción de biomasa y 

proteína 

 

La velocidad específica de crecimiento (μ) (con respecto a proteína) para los cultivos 

control fue de 0.047 ± 0.001 h−1, mientras que para los cultivos en los que se adicionó el 

precursor se obtuvo una velocidad de 0.043 ± 0.006 h−1 (previo a la adición del ácido 

valérico), después de la adición la velocidad disminuyó significativamente hasta 0.009 ± 

0.002 h−1. Estudios previos en cultivos en matraces agitados de la cepa OPNA empleando 

el medio Burk-sacarosa, reportan una velocidad de crecimiento de 0.076 h−1 (García et 

al., 2014). Esto difiere de lo obtenido en este estudio. Sin embargo, es posible que la 

diferencias se deban a que en este trabajo se sustituyó la fuente de nitrógeno orgánica 

(extracto de levadura) por una inorgánica (sulfato de amonio) y se incrementó la 

concentración de MOPS para mitigar la caída de pH ocasionada por la adición del ácido 

valérico. 

 

Previamente se ha reportado, que en cepas de A. vinelandii productoras de alginato, al 

emplearse extracto de levadura como fuente de nitrógeno, se incrementa la producción de 

biomasa y del polisacárido, comparada cuando se adiciona sulfato de amonio (Tinoco, 

1993). Asimismo, en cepas de A. vinelandii no productoras de alginato la adición del 

extracto levadura incrementa el crecimiento, la producción y acumulación de P(3HB) 

(Ryu et al., 2008), debido a que la adición de fuentes complejas como el extracto no solo 

proporciona nitrógeno, también contiene minerales y vitaminas que se emplean como 

factores para el crecimiento (Gutiérrez-Rojas et al., 2011).  

 

Asimismo, es posible que el incremento en la concentración utilizada de MOPS (0.15 M) 

pudiera tener un efecto negativo sobre el crecimiento. Tal y como lo reporta Scheidle et 

al. (2011) la velocidad específica de crecimiento disminuye cuando aumenta la 

concentración de MOPS de 0.1 M a 0.2 M, este fenómeno ha sido atribuido al aumento 

en la presión osmótica, que se genera cuando se emplea una alta concentración de MOPS. 

 

Adicionalmente, se ha reportado que la adición de precursores para la producción de 

copolímeros, como el ácido valérico tiene un efecto inhibitorio en el crecimiento (Page et 

al., 1992). Esto se puede deber a que su adición al medio de cultivo induce pleomorfismo 

en cepas de Azotobacter spp, dando lugar a la forma bacilar de las células; las cuales se 
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ha reportado que son osmóticamente frágiles (Vela & Rosenthal, 1972; Bonartsev et al., 

2017). Debido a que, en este trabajo se empleó una alta concentración de MOPS que 

puede ser perjudicial para la célula, es posible que la inhibición del crecimiento sea un 

efecto combinado del cambio morfológico y de la alta presión osmótica; aunado al cambio 

de la fuente de nitrógeno. Lo anterior explicaría por qué disminuye la velocidad de 

crecimiento y la producción de proteína cuando se adiciona el ácido valérico (Fig. 6a). 

 

Sin embargo, otra posible explicación de por qué la adición del ácido valérico afecta el 

crecimiento, es que, como se ha reportado con otros ácidos (acético o propiónico), estos 

pueden ingresar en su forma disociada por transporte antiporter y en su forma no 

disociada por difusión simple a través de la membrana celular. En su forma no disociada 

el ácido funciona como un desacoplador de protones, lo que genera una disipación de la 

fuerza protón-motriz afectando la síntesis de ATP y a su vez el crecimiento bacteriano 

(Visser & Postma, 1973; Baronofsky et al., 1984; Chung et al.,1997). Además, se ha 

reportado que el pH juega un papel relevante en la disociación de los ácidos (Chung et 

al.,1997). En nuestros cultivos se adicionó MOPS y Buffer de fosfatos para controlar el 

pH a 7.2; sin embargo, hacia el final del cultivo el pH disminuyó a 5.6. Teniendo en 

cuenta que a medida que disminuye el pH incrementa la concentración de formas no 

disociadas del ácido, es posible que la mayoría del ácido ingresará a la célula por difusión 

simple afectando la síntesis de ATP y por ende el crecimiento bacteriano. Sin embargo, 

es necesario realizar más estudios para elucidar el mecanismo por el cual, el ácido valérico 

inhibe el crecimiento bacteriano.  

 

Por otra parte, se cuantificó la concentración de sacarosa a través del tiempo de cultivo 

(Fig. 6d). En ninguno de los casos la fuente de carbono se agotó. Sin embargo, la 

velocidad especifica de consumo del sustrato fue significativamente menor en los cultivos 

donde se adicionó el ácido valérico. En el caso del control, la velocidad de consumo 

especifica fue de 0.23 ± 0.02 g gprot
-1 h-1, mientras que, en los cultivos donde se adicionó 

el precursor la velocidad de consumo específica fue 0.06 ± 0.02 g gprot
-1 h-1 (Calculada 

después de la adición del precursor). Es evidente que, en nuestros cultivos, la adición del 

precursor afecta la velocidad de consumo de la sacarosa.  

 

Es importante resaltar que A. vinelandii prefiere usar ácidos orgánicos en vez de 

carbohidratos para crecer (Martínez-Valenzuela et al., 2018), por lo cual, un menor 
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consumo podría atribuirse a u0na represión catabólica debido a la presencia de otra fuente 

de carbono. En contraste, Page & Manchak (1995) observaron que en cultivos en matraces 

agitados de la cepa UWD de A. vinelandii, la adición del ácido valérico no inhibió 

significativamente el consumo de glucosa. Sin embargo, en nuestro estudio la velocidad 

de consumo específico del ácido fue mayor (0.16 ± 0.03 g gprot
-1 h-1) al compararla con la 

velocidad de consumo especifico de sacarosa (0.06 ± 0.02 g gprot
-1 h-1), lo que podría 

indicar una preferencia de consumo del ácido orgánico frente al consumo del 

carbohidrato. 

 

Por otro lado, se observa que el porcentaje máximo de acumulación de PHAs en el control 

fue de 38.0 ± 1.6 %, mientras que, para la condición en la que se adiciona el precursor es 

significativamente menor (22.0 ± 2.4 %) (Fig. 7). Este resultado difiere de 

lo previamente reportado por García (2014), quien observó un máximo porcentaje de 

acumulación de 52.0 ± 4.7 % a las 36 horas de cultivo. Cabe resaltar que este autor empleó 

medio de cultivo (Burk- sacarosa) a la misma relación C/N 28 que la empleada en este 

trabajo, sin embargo, empleó extracto de levadura, como ya se mencionó favorece la 

producción y acumulación del polímero (Ryu et al., 2008).  Asimismo, se ha descrito que 

para las cepas de A. vinelandii productoras de PHB, la producción del biopolímero se 

encuentra asociada al crecimiento (García et al., 2014). Por lo cual, es posible que la 

ausencia de extracto de levadura en nuestros experimentos haya tenido un efecto negativo 

sobre el crecimiento y por ende sobre la producción de los polímeros.  

 

 

  

 

 

 

 

 

 
 

Figura 7. Porcentaje de PHAs obtenido en cultivos en matraces agitados en medio Burk-sacarosa de las cepas 

OPNA sin adición (•) y con adición del precursor (▪) de A. vinelandii. La adición del precursor (ácido 
valérico) en una concentración de 40 mM se llevó a cabo a las 12 horas de cultivo. 
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En cuanto a la dinámica de acumulación, se observa que en el control incrementa hasta 

las 48 horas y luego disminuye de 38.0 ± 1.6 % a 27.0 ± 2.8 % en las últimas horas del 

cultivo (Fig. 7). Es posible que se hayan presentado procesos tempranos de degradación, 

como ha sido reportado previamente por Millán et al. (2016). En el caso de los cultivos 

en los que se adicionó el precursor (12 h) hay una menor acumulación del polímero con 

respecto al control. Además, se observa que el porcentaje de acumulación va 

disminuyendo conforme incrementa el tiempo de cultivo. Por su parte Page et al., (1992), 

quienes evaluaron el efecto de la adición de precursores para la producción de 

copolímeros de PHBV en A. vinelandii UWD, observaron que el porcentaje de PHAs se 

ve afectado por la concentración de ácido valérico presente en el medio. Indicando que 

concentraciones entre 40 a 60 mM de este precursor generaban una disminución de hasta 

el 20 % de acumulación. De igual manera Page & Manchak (1995) observaron que, el 

metabolismo del ácido valérico interfiere con la cantidad de PHAs que se sintetiza, debido 

a que la presencia de este precursor inhibe la actividad específica de la enzima β-

cetotiolasa; mientras que, la producción de intermediarios como el 3-cetovaleril-CoA, 

inhiben la actividad específica de la acetoacetil-CoA reductasa.  

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 
 

Figura 8. Cinética de consumo de ácido valérico (▪) y sacarosa (▪) (g L-1) en cultivos en matraces agitados 
de la cepa OPNA de A. vinelandii.  

 

En la figura 8 se observa la cinética de consumo del ácido valérico y la sacarosa (gL-1) en 

los cultivos de la cepa OPNA de A. vinelandii. Al final del cultivo la cepa consumió el 

91.0 ± 2.3 % del ácido valérico disponible, con una velocidad de consumo específica de 

0.16 ± 0.03 g gprot
-1 h-1 (Fig. 8). A partir, de los datos de consumo del ácido valérico y 
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producción de los monómeros de 3HV, se realizó un análisis teórico de la distribución de 

flujo del ácido valérico. Como se observa en la figura 9, al finalizar el cultivo (60 h) el 

91 % del ácido valérico fue incorporado a la célula. De este porcentaje el 33 % fue 

desviado hacia la producción de los monómeros de 3-hidroxivalerato (13 mM); mientras 

que, el 67 % (23 mM) restante es posible que se haya oxidado completamente a propionil 

CoA y acetil CoA (Page et al., 1992) 

 

Es posible que el acetil-CoA producido ingrese a la vía de biosíntesis de PHB; pero como 

se mencionó anteriormente, el metabolismo del ácido valérico inhibe las enzimas (β-

cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa) involucradas en esta vía (Page & Manchak, 

1995); lo que además se ve reflejado en los bajos porcentajes de acumulación (Fig. 6b). 

Por lo cual, es posible que la mayoría del acetil-CoA producido ingrese a metabolismo 

general mediante la vía de los ácidos tricarboxilicos (Page et al., 1992).  

Figura 9. Esquema del consumo del ácido valérico (40 mM) a las 60 horas de cultivo en matraces agitados 
de la cepa OPNA de A. vinelandii.  
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En la tabla 5. Se muestra un resumen de los parámetros cinéticos y estequiométricos 

evaluados durante los cultivos en matraces agitados de la condición control y la condición 

con adición del precursor de la cepa OPNA de A. vinelandii. Como se observa la adición 

del ácido valérico genera un menor crecimiento, menor producción y acumulación de 

PHAs con respecto al control.  

 

Asimismo, el rendimiento de PHAs con base en sustrato Y(p/s) fue significativamente 

menor (0.04 ± 0.00 g g-1) en la condición donde se adiciona el ácido valérico. Este 

rendimiento Y (p/s) es menor al obtenido por Urtuvia et al. (2020), quienes reportaron 

que en cultivos en matraces agitados de la cepa OP de A. vinelandii, la adición de 15 mM 

de valerato permite obtener un copolímero de PHBV con un rendimiento máximo Y (p/s) 

de 0.125 ± 0.017. La diferencia podría deberse a que Urtuvia et al. (2020) realizaron los 

cultivos en condiciones de fijación de nitrógeno y empleando como precursor el valerato 

(sal).  

 
Tabla 5. Parámetros cinéticos y estequiométricos máximos obtenidos a partir de los cultivos realizados en 

matraces de la condición control y con adición del precursor de la cepa OPNA de A. vinelandii en 
medio Burk-sacarosa. En los cultivos en los que se adiciona el precursor, los valores fueron 
calculados después de la adición del ácido valérico.  

 
Cepa  OPNA (control)a OPNA + precursora 

μ (h-1) con respecto a proteína 0.047 ± 0.001   0.009 ± 0.002  
μ (h-1) con respecto a biomasa 0.044 ± 0.020 0.016 ± 0.005  
q sac (gsac/gprot h)  0.23 ± 0.02  0.06 ± 0.02  
PHAs (g L-1) máx  1.3 ± 0.2  0.4 ± 0.1  
% PHAs máx.   38.0 ± 1.6  22.0 ± 2.4  
Biomasa máx. (g L-1)  3.20 ± 0.13  2.10 ± 0.10  
Proteína máx. (g L-1)  0.92 ± 0.01  0.50 ± 0.02  
Y p/s (g g-1)  0.08 ± 0.02  0.04 ± 0.00 
aTodos los valores obtenidos para la condición control y la condición en la que se adiciona el 
precursor presentan diferencias significativas (p valor ≤ 0.05 en un análisis pareado).  

 

Posteriormente, se analizó la composición monomérica de los copolímeros producidos a 

través del tiempo de cultivo. Como se observa en la tabla 6 la producción de los 

monómeros de hidroxivalerato se da desde las 24 horas, es decir 12 horas después de la 

adición del precursor. Se ha sugerido que, en cepas de A. vinelandii la incorporación del 

precursor no es inmediata, ya que, se requiere de la inducción de una permeasa que 

permita su ingreso a la célula (Page et al.,1992).  
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Tabla 6. Composición en % mol del copolímero PHBV usando ácido valérico como precursor 
(Concentración final de 40 mM) en matraces agitados de la cepa OPNA de A. vinelandii.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Por otra parte, se observa un incremento en el % mol de 3HV desde las 24 hasta las 60 

horas de cultivo, donde se obtiene una composición de 60.9 ± 2.9 % mol de P(3HB) y 

39.1 ± 2.9 % mol de 3HV (Tabla. 6). Es importante resaltar que, este porcentaje es 

significativamente mayor al obtenido bajo las mismas condiciones de cultivos en el 

diseño factorial (28.0 ± 2.3 %). Previamente, se ha reportado que durante la síntesis de 

los copolímeros coexisten cadenas de homopolímeros (P(3HB) y 3HV) y copolímeros 

(PHBV) (Iadevaia & Mantzaris, 2006). Esta heterogeneidad podría representar una 

limitante a la hora de determinar la composición monomérica de los polímeros 

producidos; pudiéndose observar diferencias en la composición monomérica de una 

misma muestra.   

 

Por otra parte, estudios previos en matraces agitados con especies de Azotobacter han 

reportado copolímeros de PHBV con porcentajes mol de 3HV entre 22 y 27 %, empleado 

ácido valérico o valerato como precursor (Page et al.,1992; Myshkina et al., 2010; Urtuvia 

et al., 2020). Hasta donde sabemos, el porcentaje mol de 3HV (39 %) obtenido en el 

copolímero de PHBV en matraces agitados con la cepa OPNA en este estudio, es el 

porcentaje más alto reportado para A. vinelandii.  Estos datos indican que la cepa OPNA 

de A. vinelandii tiene la capacidad de producir copolímeros de cadena corta como el 

PHBHV. Sin embargo, este proceso es dependiente de la adición de precursores, ya que, 

en la condición control no se produjeron copolímeros. 

 

 

 

 

Tiempo (h) % Contenido de 
PHAs 

Composición PHA (%mol) 

PHB 3HV 
0 33.8 ± 4.9 100.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 
12 22.1 ± 2.4 100.0 ± 0.0  0.0 ± 0.0  
24 21.6 ± 1.6 81.0 ± 3.0 19.0 ± 3.0  
36 19.7 ±1.8 65.9 ± 3.7 34.1 ± 3.7 
48 17.9 ± 0.6 61.4 ± 1.5 38.6 ± 1.5  
60 17.6 ± 2.2  60.9 ± 2.9 39.1 ± 2.9 
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Figura 10. Distribución de pesos moleculares de los PHAs producidos en el cultivo control (a) y con adición 

del precursor (b). Las líneas azules (-----) hacen referencia a las 12 horas, las líneas naranjas (--
---) a las 36 horas y las líneas verdes (-----) a las 60 horas de cultivo. 

 

 

En la figura 10 se presentan las distribuciones de pesos moleculares de los polímeros de 

PHAs producidos por la cepa OPNA. En la condición control se observa, una distribución 

homogénea, con un índice de polidispersión (IP) de 2.6 a las 12 horas de cultivo; mientras 

que, los IP incrementan conforme incrementa el tiempo de cultivo, lo cual se ve reflejado 

en una distribución más heterogénea y en un disminución del peso molecular promedio 

(PMP) (de 6,420 a 6,150 kDa); sin embargo, al realizar un análisis de varianza (ANOVA) 

con un nivel de significancia de 0.05, no se observaron diferencias significativas entre 

PMP obtenidos. En los cultivos en los que se adicionó el ácido valérico (Fig. 10b), se 

observa una distribución de los pesos moleculares homogénea, el IP se mantiene en 

valores cercanos 2.3, el PMP no tiene cambios significativos durante el tiempo de cultivo. 

Lo anterior indica que la adición del ácido valérico no tiene un efecto significativo sobre 

la distribución del peso molecular, ni sobre el PMP. 

 

 Estos resultados contrastan con lo previamente reportado, ya que, algunos autores 

observaron que en cultivos en matraces agitados de A. chroococcum 23 al adicionar una 

concentración de 60 mM de ácido valérico, el peso molecular promedio del copolímero 

de P(3HB-co-3HV) (1,740 kDa) era menor al obtenido con el homopolímero P(3HB) 

(2,713 kDa) (Savenkova et al., 2000). Asimismo, Myshkina et al., (2010) observaron que 
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la adición de ácido valérico (20 mM) en cultivos de A. chroococcum 7B, afectaba el peso 

molecular promedio del copolímero P(3HB-co-3HV) (1,300 kDa), el cual es más bajo 

que el peso molecular promedio del homopolímero P(3HB) (1,650 kDa). Es posible que 

en nuestro caso se requieran tiempos de cultivo más prolongados para determinar si existe 

un efecto del precursor sobre la dinámica del peso molecular.  
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Capítulo 2 

CULTIVOS EN BIORREACTORES 

9.3   Influencia de la VTOmáx sobre la producción y composición del copolímero 

PHBV. 
 

Como se observó anteriormente la velocidad de transferencia de oxígeno (VTOmáx) es un 

parámetro que influye sobre la modulación de la composición monomérica de los 

copolímeros de PHAs. En cultivos en matraces agitados con la cepa OPNA de A. 

vinelandii, una condición de VTOmáx de 5.87 mmol L-1 h-1, permite obtener un copolímero 

con un 39.1 ± 2.9 % mol de 3HV. Sin embargo, la concentración del precursor (40 mM) 

afecta el crecimiento celular, la producción y acumulación del copolímero.  

Debido a lo anterior, en la segunda etapa del estudio se evaluó el efecto de la VTOmáx 

sobre la producción y composición del copolímero PHBV producido por la cepa OPNA 

de A. vinelandii. Los cultivos lote se realizaron en biorreactor de 3 L por duplicado en 

condiciones de microaerofília, manipulando la velocidad de agitación (a 300 y 700 rpm), 

con una aireación de 1vvm y controlando el pH a 7.2. Con el fin de disminuir el efecto 

negativo de este sobre el crecimiento celular y la producción de los copolímeros, el ácido 

valérico se adicionó en una concentración final de 10 mM. La adición se realizó durante 

la fase más activa de la biosíntesis de P(3HB), a las seis y nueve horas de cultivo para la 

condición de 700 y 300 rpm, respectivamente. Cabe resaltar que la velocidad especifica 

de crecimiento fue calculada con los datos de proteína, ya que, previamente se ha 

reportado que, la producción del polímero afecta la cuantificación de biomasa por peso 

seco (García, 2014). Para los análisis estadísticos se utilizó una prueba t pareada con un 

nivel de significancia de p valor ≤ 0.05, todos los análisis se realizaron en el programa 

Minitab 17. 

Los parámetros monitoreados en línea en los cultivos realizados para la cepa OPNA a 

diferentes VTOs se observan en la figura 11. Para los cultivos a mayor transferencia (700 

rpm), la tensión de oxígeno disuelto disminuyó progresivamente hasta llegar a valores 

entre 2-4 % después de las 13 horas de cultivo, posteriormente se mantuvo constante hasta 

las 18 horas de cultivo. Se calculo la VTO máxima a partir de los datos obtenidos del 

analizador de gases (O2 y CO2) a la salida. Se obtuvo una VTOmáx de 20 mmol L-1 h-1 (Fig. 

11b). Mientras que, en los cultivos realizados a baja transferencia (300 rpm) la TOD (%) 

disminuyó en las primeras tres horas de cultivo, y se mantuvo en valores cercanos a 0% 
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durante el resto del cultivo. La VTOmáx en estos cultivos fue de 5 mmol L-1 h-1 (Fig. 11b). 

Cabe resaltar que, la VTOmáx permaneció constante durante el crecimiento celular, lo cual 

indica que los cultivos estaban limitados por oxígeno (Díaz-Barrera et al., 2007). Para 

ambas condiciones, se mantuvo controlado el pH en valores cercanos a 7.2 (Fig. 11c). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Perfiles de TOD (a), VTO (b) y control de pH (c), en cultivos en lote de la cepa OPNA de A. 

vinelandii bajo diferentes VTOmáx, y con la adición de ácido valérico (10 mM). 

 

En la figura 12 se muestra la producción de biomasa (a) (b) y proteína (c) para las dos 

condiciones evaluadas. En los cultivos realizados a una menor VTOmáx (5 mmol L-1 h-1) 

el crecimiento presenta un tendencia exponencial desde el inicio del cultivo hasta las 30 

horas, donde se alcanza la máxima concentración de biomasa alcanzada (7.60 ± 0.45 g L-

1). La máxima concentración de proteína es de 1.26 ± 0.01 g L-1 a las 40 horas de cultivo. 

En los cultivos desarrollados a 20 mmol L-1 h-1 se observó un crecimiento exponencial 

hasta las 15 horas, lo que concuerda con la caída de la TOD. La máxima concentración 
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de biomasa fue de 7.03 ± 0.12 g L-1 a las 18 horas de cultivo, siendo similar a la máxima 

concentración obtenida a una menor VTOmàx. En cuanto a la concentración de proteína 

en estos cultivos fue de 1.95 ± 0.21 g L-1. Previamente, se ha reportado que, en los cultivos 

a baja transferencia el crecimiento es más lento y se requiere de más tiempo para alcanzar 

los títulos obtenidos a alta transferencia. Esto posiblemente se deba a que, en una 

condición de mayor concentración de oxígeno, las cepas de A. vinelandii usan la fuente 

de carbono para la producción de biomasa, mientras que, en bajas condiciones de oxígeno 

la fuente de carbono es desviada a la acumulación de P(3HB) (Peña et al., 2014).  

Figura 12. Efecto de la VTOmáx sobre el crecimiento bacteriano (a) cinéticas de crecimiento celular en peso 
seco , cinética con base en log de biomasa (b), proteína (c), y consumo de sacarosa (d) en cultivos 
en lote de la cepa OPNA de A. vinelandii, en dos condiciones de VTOmáx: 5 mmol L-1 h-1 (▪) y a 

20 mmol L-1 h-1 (•), con la adición de ácido valérico (10 mM).  

 

La velocidad específica de crecimiento (μ) se observan diferencias significativas, en la 

condición de baja transferencia fue alrededor de 5 veces menor (0.031 ± 0.000 h-1) 

comparada con la obtenida a alta transferencia (0.142 ± 0.003 h-1). Este comportamiento 

fue similar a lo reportado previamente en cepas de A. vinelandii, donde una condición de 

menor oxígeno influye negativamente sobre la tasa de crecimiento (García et al., 2014; 

Peña et al., 2014).  
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Por otro lado, en la figura 12d se observa que en ninguno de los casos la fuente de carbono 

se agotó, al final del cultivo se consumieron 19.0 ± 0.0 y 16.0 ± 1.8 g L-1 de sacarosa para 

la condición de alta (20 mmol L-1 h-1) y baja transferencia (5 mmol L-1 h-1), 

respectivamente. La velocidad de consumo especifica en la condición de alta 

transferencia fue de 0.37 ± 0.02 gsac gprot
-1 h-1; mientras que, en los cultivos a baja 

transferencia la velocidad especifica de consumo del sustrato fue significativamente 

menor (0.28 ± 0.01 gsac gprot
-1 h-1). Este comportamiento se ha descrito para cepas de A. 

vinelandii, donde un mayor consumo de la fuente de carbono es atribuido a una mayor 

velocidad de transferencia de oxígeno (Millán et al., 2016). Por otra parte, una mayor 

velocidad de consumo en los cultivos a alta transferencia se ve reflejado en una rápida 

producción de biomasa y del polímero (Fig. 12a, 13a).  

Figura 13. Cinéticas de acumulación (a) y concentración (b) de PHAs, en cultivos en lote de la cepa OPNA 
de A. vinelandii bajo dos condiciones de VTOmáx: 5 mmol L-1 h-1 (▪) y a 20 mmol L-1 h-1 (•), y con 
la adición de ácido valérico (10 mM).  

 

Con respecto a la concentración y acumulación de PHAs, se observa que la producción 

del polímero se encuentra asociada al crecimiento, como se ha reportado previamente 

para cultivos con esta cepa (García et al., 2014). En los cultivos a alta transferencia se 

obtiene un máximo porcentaje de acumulación del 80.0 ± 0.7 % del polímero en base a 

su peso seco, a las 18 horas de cultivo; mientras que, el porcentaje de acumulación a baja 

transferencia fue ligeramente mayor (85.0 ± 3.0 %) a las 48 horas de cultivo (Fig. 13a). 

De igual manera se alcanzó una concentración de PHAs de 6.1 ± 0.9 y 6.4 ± 0.0 g L-1 en 

los cultivos a alta y baja transferencia, respectivamente (Fig. 13b). No se observaron 

diferencias significativas, entre los porcentajes de acumulación, ni entre las máximas 

concentraciones de PHAs reportadas para las dos condiciones de VTO evaluadas.  
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Por otra parte, se calcularon los rendimientos de PHAs con respecto a sacarosa, para la 

condición de 5 mmol L-1 h-1 el máximo rendimiento (Yp/s) alcanzado es de 0.41 ± 0.01 g 

g-1, mientras que, para la condición de mayor transferencia el rendimiento máximo es de 

0.34 ± 0.05 g g-1. La productividad volumétrica fue mayor en la condición de 20 mmol L-

1 h-1 (0.34 ± 0.05 gPHAs L-1 h-1), mientras que, en la condición de menor transferencia la 

productividad volumétrica máxima fue de 0.13 ± 0.00 gPHAs L-1 h-1. Sin embargo, no se 

presentan diferencias significativas entre los rendimientos ni entre las productividades 

volumétricas. 

Lo anterior indica que, bajo las dos condiciones evaluadas no existe un efecto 

significativo del oxígeno sobre la producción, ni sobre el porcentaje máximo de 

acumulación del polímero. Previamente se ha reportado que, la cepa OPNA tiene la 

capacidad de acumular más del 80 % de polímero en base a peso seco, independiente de 

la condición de oxígeno en la que se encuentre (García et al., 2014). 

A diferencia de los cultivos en matraces, en los cultivos en biorreactor la adición del ácido 

valérico no tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento celular, la producción y 

acumulación de PHAs. Esto posiblemente se deba a la baja concentración del precursor 

que se utilizó, con el fin de evitar inhibiciones. Con respecto a lo anterior se ha observado 

que, en cultivos de la cepa UWD de A. vinelandii una disminución en la concentración 

del precursor (de 40 a 10 mM) incrementa en un 25 % el crecimiento celular y en un 30 

% la concentración del polímero (Page et al., 1992).  

Sin embargo, es importante resaltar que la cantidad de oxígeno suministrado al cultivo 

puede variar entre matraces agitados y biorreactores (Gómez, 2020). Previamente, se ha 

reportado que uno de los principales problemas asociados al uso de matraces agitados, es 

la insuficiencia en el suministro de oxígeno, lo que puede ocasionar una ralentización o 

cambios en el metabolismo, lo cual repercutirá en la actividad microbiana (Büchs, 2001). 

Asimismo, Gómez (2020) reportó que en matraces agitados el suministro total de oxígeno 

es menor (571 mmol L-1 h-1), al suministrado en biorreactores (702 mmol L-1 h-1) cuando 

se tiene la misma VTOmáx (5 mmol L-1 h-1). Por lo cual, no podría descartarse un posible 

efecto de la limitación de oxígeno en los matraces agitados sobre el crecimiento celular, 

la producción y acumulación de PHAs. 

En otros modelos bacterianos se ha reportado que, la regulación del pH disminuye el 

efecto inhibitorio de la adición de ácidos orgánicos para la producción de copolímeros de 
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PHAs. En cultivos de A.eutrophus NCIMB 11599 empleando ácido propiónico para la 

producción de PHBHV, se evidenció que, al controlar al pH a 7.5 durante todo el cultivo, 

se incrementaba un 50 % la producción celular y la concentración del copolímero 

P(3HB)-co-3HV, al compararlo con lo obtenido a un pH controlado de 6.8 (Chung et 

al.,1997). Asimismo, los autores indicaron que el pH afecta la disociación del ácido, ya 

que, al incrementar el pH disminuyó la concentración de formas no disociadas facilitando 

el transporte antiporter del ácido a la célula.  

Es posible que este fenómeno esté ocurriendo en nuestros cultivos, ya que, en biorreactor 

el pH se controló durante todo el cultivo a 7.2, lo que favorece una mayor concentración 

de formas disociadas del ácido, a diferencia de los cultivos realizados en matraces 

agitados donde se ajustó el pH al inicio del cultivo (7.2) y se trató de mantener durante el 

cultivo (mediante la adición de MOPS y Buffer fosfato). Sin embargo, al final del cultivo 

el pH había disminuido hasta 5.6, lo que posiblemente impactó de manera negativa en la 

concentración de formas disociadas presentes en el medio, favoreciendo el transporte por 

difusión pasiva, lo que causó la inhibición de la síntesis de ATP e impactó de manera 

negativa en el crecimiento (Visser & Postma, 1973; Baronofsky et al., 1984).  

Por otro lado, es importante destacar que en los cultivos en biorreactor no se adicionó 

MOPS como amortiguador de pH, mientras que, en los cultivos en matraces agitados la 

concentración de MOPS (0.15 M) tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento, 

probablemente se debe a la alta presión osmótica a la que estaban expuestas las células 

(Scheidle et al., 2011). 

Como se observa en la figura 14, el ácido valérico se adicionó a las seis y nueve horas de 

cultivo, para la condición de alta y baja transferencia, respectivamente. En los cultivos 

realizados a alta transferencia, la bacteria consumió el ácido valérico a una velocidad 

especifica de consumo de 0.09 ± 0.01 gval gprot
-1 h-1, incorporando el 100 % (10 mM) del 

ácido seis horas después de la adición; de este porcentaje el 59 % fue desviado hacia la 

producción de monómeros de hidroxivalerato (5.9 mM), mientras que, el 41 % restante 

es posible que se haya oxidado completamente a propionil CoA y acetil CoA, los cuales 

pueden entrar en el metabolismo general (Page et al., 1992). En los cultivos a baja 

transferencia, la velocidad especifica de consumo del ácido fue significativamente menor 

(0.07 ± 0.01 gval gprot
-1 h-1), aunque el 100 % del ácido se incorporó a la célula, 18 horas 

después de la adición. El 50 % (5 mM) del precursor fue convertido en monómeros de 
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hidroxivalerato, mientras que el otro 50 % es posible que haya continuado el ciclo de β-

oxidación, para después ingresar al metabolismo general.  

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Cinética de consumo de ácido valérico en cultivos en lote de la cepa OPNA de A. vinelandii 
bajo en dos condiciones de VTOmàx: 5 mmol L-1 h-1 (▪) y a 20 mmol L-1 h-1 (•), y con la adición 
de ácido valérico (10 mM).  

 

La condición de VTOmáx afecta significativamente la velocidad de consumo específica 

del ácido valérico, al incrementar la VTOmáx también incrementa la velocidad de consumo 

del precursor. Este comportamiento también se observa en el consumo de la sacarosa (Fig. 

12d). Por otra parte, se observa que, en los cultivos en biorreactor, independientemente 

del tiempo de adición, velocidad de consumo del precursor o VTOmáx, el porcentaje del 

precursor que fue desviado a la producción de los monómeros de hidroxivalerato fue 

mayor (alrededor del 50 al 60 %) en comparación a lo obtenido en los matraces agitados 

(33 %).  

Estas diferencias podrían atribuirse a la concentración del precursor, ya que, en matraces 

agitados la concentración del ácido fue cuatro veces mayor (40 mM) que la empleada en 

los biorreactores (10 mM). Se ha reportado que, en cultivos de la cepa UWD de A. 

vinelandii, cuando se adiciona el precursor (ácido valérico) en una concentración final de 

10 mM, se incorpora el 76 % a los monómeros de 3HV; mientras que, al aumentar la 

concentración del ácido a 30 mM la incorporación disminuye a 40 % (Page et al., 1992).  
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Figura 15. Evolución de la composición monomérica de los copolímeros producidos en los cultivos a alta 
transferencia (a) y baja transferencia de oxígeno (b) en cultivos en lote de la cepa OPNA de A. 

vinelandii, con la adición de ácido valérico (10 mM). El % HB está representado por lo círculos 
verdes (•) y los cuadrados morados corresponden al % 3HV (▪).  

 

En los cultivos a alta transferencia el máximo porcentaje de hidroxivalerato (8.3 ± 0.0 %) 

se obtuvo seis horas después de la adición del precursor; sin embargo, al final del cultivo 

el porcentaje mol disminuyó hasta 5.2 ± 0.1 %; mientras que, en los cultivos a baja 

transferencia se obtuvo un máximo porcentaje de hidroxivalerato de 6.6 ± 0.2 % a las 27 

horas después de la adición, posterior a este tiempo el porcentaje mol disminuyó a 4.6 ± 

0.1 % (Fig. 15b).  Es importante resaltar que existen diferencias significativas entre los 

máximos porcentajes mol de 3HV (p valor ≤ 0.05) para las condiciones de VTOmáx 

evaluadas, lo que sugiere que la VTOmáx afecta el contenido de 3HV en el copolímero de 

PHBV producido por la cepa OPNA. 

 Es posible que la disminución del contenido de 3HV se deba a un incremento en la 

actividad de las depolimerasas. Sin embargo, como lo observó Millán et al., (2016) un 

incremento en la actividad de las depolimerasas se ve reflejado en una disminución del 

peso molecular del polímero. En nuestro caso, no se observa una disminución del peso 

molecular (Fig. 16 a, b). Una posible explicación de este fenómeno podría atribuirse a 

que el ácido valérico se está agotando, lo que disminuye la síntesis de los monómeros de 

3HV. Sin embargo, la síntesis de P(3HB) continúa, lo que genera la modificación en la 

fracción molar de ambos monómeros en el copolímero (Page et al., 1992). La disminución 

en el porcentaje mol de 3HV no podría deberse a una degradación (Page et al., 1992; 

Volova et al., 2005), porque la concentración de 3HV se mantiene en valores entre 0.60 

± 0.023 y 0.530 ± 0.017 mg L-1 y entre 0.54 ± 0.06 y 0.48 ± 0.07 mg L-1 (para los cultivos 

a alta y baja transferencia, respectivamente), durante el resto del cultivo. Mientras que, 
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en los cultivos en matraces agitados no se observa una disminución en el porcentaje de 

3HV (Tabla. 6), esto posiblemente se deba a que no se ha agotado la concentración del 

precursor en el medio del cultivo, por lo cual la síntesis de los monómeros de 3HV 

continúa. Es evidente que la VTOmáx tiene una influencia positiva sobre el porcentaje mol 

de 3HV producido por la cepa OPNA de A. vinelandii; lo que concuerda con los 

resultados obtenidos previamente en matraces agitados (Tabla. 4). 

Adicionalmente, esto concuerda con lo reportado por Urtuvia et al. (2020), quienes 

observaron que en cultivos en biorreactor y en una condición de fijación de nitrógeno de 

la cepa OP de A. vinelandii, la adición de ácido valérico (10 mM) en una condición de 

alta transferencia (17.2 mmol L-1 h-1), permite obtener un copolímero de PHBV con un 

porcentaje mol de hidroxivalerato de 34.95 ± 6.68 %, mientras que, al disminuir la VTO 

(4.3 mmol L-1 h-1) el porcentaje de 3HV disminuye a 18.58 ± 6.40 %. Lo anterior indica 

que la VTO tiene un efecto positivo sobre la producción de hidroxivalerato en el 

copolímero de PHBHV. Adicionalmente, los autores atribuyeron este efecto a las 

variaciones en la respiración celular lo que produce un incremento en el poder reductor 

(NADPH/NADP+), el cual juega un papel importante en la biosíntesis de PHAs (García 

et al., 2018).  

Por otra parte, los porcentajes mol de hidroxivalerato obtenidos en biorreactor son 

menores a los obtenidos en matraces agitados (39.1 ± 2.9 %). Lo anterior puede deberse 

a que en biorreactores la concentración del precursor disminuyó de 40 a 10 mM. Como 

lo reportaron Page et al. (1992) el contenido de 3HV depende de la cantidad de ácido 

valérico presente en el medio; estos autores reportaron que, al adicionar una 

concentración de 10 mM del ácido se produce un 17 % mol de 3HV en el copolímero, 

mientras que, en una concentración de 40 mM la producción de 3HV es de 24 %. 

Asimismo, Myskhina et al. (2010) observaron que en cultivos de la cepa 7B de A. 

chroococcum incrementar la concentración de ácido valérico (de 10 a 20 mM) permite 

incrementar el porcentaje de 3HV en un 37 %.   

En la tabla 7 se muestra un resumen de los parámetros cinéticos y estequiométricos de los 

cultivos llevados a cabo en biorreactor de la cepa OPNA de A. vinelandii, con la adición 

de 10 mM de ácido valérico y bajo dos condiciones de VTO. A baja transferencia de 

oxígeno se obtuvo el mayor rendimiento de producto en base a sustrato (0.41 ± 0.01 g g-

1), y el mayor rendimiento biomasa en base a sustrato (0.42 ± 0.02 g g-1) comparado con 
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los rendimientos obtenidos a alta transferencia (Y x/s (0.32 ± 0.00 g g-1), y Y p/s  (0.34 ± 

0.05 g g-1)). 

Tabla 7. Parámetros estequiométricos obtenidos a partir de los cultivos realizados en biorreactor en 
condiciones de alta y baja velocidad de transferencia de oxígeno con la cepa OPNA de A. 

vinelandii. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 a, b Indica diferencias estadísticamente significativas entre las dos condiciones de VTOmáx 
según un análisis pareado (p valor ≤ 0.05).  

 

Los copolímeros producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii presentaron pesos 

moleculares promedio (PMP) entre 6,550 y 6,760 kDa en las dos condiciones de VTOmáx 

evaluadas. En la condición de mayor transferencia, se observa una distribución 

homogénea de pesos moleculares (Fig. 16a). En cuanto al IP es de 2.8 a las 3 horas de 

cultivo, mientras que, disminuye a 1.6 a las 12 horas de cultivo; es importante resaltar 

que esta disminución en el IP se encuentra relacionada con un incremento en el PMP 

(6,710 kDa), hacia el final del cultivo el IP incremento a 2.7 acompañado de una 

disminución en el PMP (6,550 kDa). Es importante resaltar que al realizar una ANOVA 

no se observaron cambios significativos en el PMP. En la condición de baja transferencia 

se observan distribuciones homogéneas (Fig.16b), con IP entre 1.4 a 2.9 y sin cambios 

significativos en los PMP. Lo anterior, indica que la VTOmáx no tiene un efecto 

significativo sobre la evolución de pesos moleculares de los copolímeros de PHBV 

producidos por la cepa OPNA.  

 

VTOmáx (mmol L-1 h-1) 5 20 

Parámetro  (300 rpm)  (700 rpm) 

μ (h-1) con respecto a proteína 0.031 ± 0.000a 0.142 ± 0.003b 

μ (h-1) con respecto a biomasa 0.050 ± 0.001a 0.142 ± 0.021b 

PHAs (g L-1) máx  6.4 ± 0.0 6.1 ± 0.9 

% PHAs máx.   85.0 ± 3.0 80.0 ± 0.7  

Biomasa máx. (g L-1)  7.60 ± 0.45  7.03 ± 0.12 

Proteína máx. (g L-1)  1.26 ± 0.01  1.95 ± 0.2  

qsac (gsac gprot
-1 h-1) 0.28 ± 0.01a 0.37 ± 0.02b 

qval (gval gprot
-1 h-1) 0.07 ± 0.01a 0.09 ± 0.01b 

Y x/s (g g-1)  0.42 ± 0.02  0.32 ± 0.00  

Y p/s (g g-1)  0.41 ± 0.01  0.34 ± 0.05  

Productividad PHAs (g L-1 h-1) 0.13 ± 0.00 0.34 ± 0.05 

3HV (porcentaje mol) máx 6.6 ± 0.2a 8.3 ± 0.0b 
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Figura 16. Distribución de pesos moleculares de los PHAs producidos a alta (a) y baja transferencia de 
VTOmáx (b), en cultivos en lote de la cepa OPNA de A. vinelandii, con la adición de ácido 
valérico (10 mM). 

 

A partir de los resultados obtenidos en biorreactor se puede concluir que la concentración 

de 10 mM de ácido valérico no tiene un efecto negativo sobre el crecimiento celular, la 

producción y acumulación de los copolímeros de PHAs. Por otra parte, se observó que la 

VTOmàx tiene un efecto significativo positivo sobre la producción de los monómeros de 

hidroxivalerato en el copolímero de PHBHV. Sin embargo, el porcentaje mol de 3HV 

obtenido fue más bajo comparado con el obtenido previamente en matraces agitados.  

 

Previamente se ha reportado que, el incremento en la concentración del precursor (en 

valores entre 40 -60 mM) tiene un efecto negativo sobre el crecimiento celular y sobre el 

porcentaje de acumulación (Page et al., 1992). Con el fin de determinar si la 

concentración del precursor afectó la producción de los monómeros de hidroxivalerato, 

en el copolímero PHBV en los cultivos en biorreactor, se realizaron cultivos en 

biorreactor por duplicado incrementando la concentración del ácido valérico de 10 a 40 

mM, adicionándolo a las seis horas de cultivo y empleando la condición de alta 

transferencia (20 mmol L-1 h-1). 

 

La máxima concentración de biomasa alcanzada fue de 6.61 ± 0.15 g L-1 a las 24 horas y 

de proteína fue de 1.89 ± 0.11 g L-1 a las 21 horas de cultivo (Fig. 17 a, b). Por otra parte, 

la µ disminuyo significativamente en un 20 % (0.113 ± 0.001 h-1). Previamente se ha 

reportado que, el incremento en la concentración del precursor tiene un efecto negativo 

sobre el crecimiento celular (Page et al., 1992; Myshkina et al., 2010).  
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Figura 17. Efecto de la concentración de ácido valérico sobre crecimiento bacteriano (a) cinética de 

crecimiento en base a biomasa (•) y log de biomasa (▪), (b) proteína, (c) producción (•) y 
concentración de PHAs (▪), (d) consumo de sacarosa (•) y ácido valérico (▪), en cultivos en 
lote a alta transferencia de oxígeno de la cepa OPNA de A. vinelandii, con la adición de ácido 
valérico (40 mM). 

 

Con respecto a la acumulación de PHAs, se observa un incremento en el porcentaje de 

acumulación durante las primeras seis horas del cultivo. Una vez adicionado el ácido 

valérico hay una caída en la acumulación (32 ± 1.1 %); sin embargo, es importante resaltar 

que después de las nueve horas hay un incremento en la acumulación hasta obtenerse un 

máximo porcentaje de 51.0 ± 3.6 a las 21 horas de cultivo, a este tiempo la concentración 

del polímero fue de 3.3 ± 0.3 g L-1 (Fig. 17c). Este porcentaje y concentración de PHAs 

son significativamente más bajos a los obtenidos (80.0 ± 0.7 % y 6.1 ± 0.9 g L-1) en los 

cultivos realizados con una menor concentración del precursor (10 mM) (Fig. 13). 

Lo anterior sugiere que, la adición del ácido valérico en una concentración de 40 mM 

afecta el porcentaje de acumulación de los copolímeros. Este comportamiento también 

fue observado en los cultivos en matraces agitados, donde la adición de 40 mM del 

precursor generaba una disminución en el porcentaje de acumulación en comparación con 

la condición control (Fig. 7b). Como se mencionó anteriormente, la activación de la vía 

de β-oxidación inhibe la actividad de las enzimas de la vía de biosíntesis de PHAs (Page 
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& Manchak, 1995). Cabe resaltar que, en los cultivos en biorreactor donde se empleó una 

concentración de 10 mM del precursor, no se evidenció un efecto negativo en el 

porcentaje de acumulación de PHAs (Fig. 13a). Previamente, Page et al. (1992) 

reportaron que, en cultivos en biorreactor de la cepa UWD de A. vinelandii, el porcentaje 

de acumulación de PHAs en la célula se ve afectado por la concentración del precursor 

presente en el medio. Adicionalmente observaron que, en concentraciones entre 40 a 60 

mM del precursor hay una disminución del 20 % de acumulación. Cabe resaltar que, estos 

autores tampoco observaron un efecto negativo de una concentración de 10 mM del 

precursor sobre la acumulación de PHAs. 

Al final del cultivo la sacarosa fue consumida completamente (Fig. 17d). En cuanto a la 

velocidad de consumo especifico de la sacarosa es de 0.31 ± 0.01 gsac gprot
-1 h-1, cabe 

resaltar que no se observaron diferencias significativas, al compararla con la velocidad de 

consumo especifico obtenida en los cultivos en los que se adicionó 10 mM de ácido 

valérico (0.37 ± 0.02 gsac gprot
-1 h-1). Lo anterior indica que la velocidad de consumo 

específico de la sacarosa no se ve afectada por la concentración de ácido valérico. En 

cuanto al consumo de ácido valérico es significativamente mayor (0.21 ± 0.01 gval gprot
-1 

h-1), en comparación a lo obtenido en los cultivos con 10 mM de ácido valérico, donde el 

consumo especifico fue de 0.09 ± 0.01 gval gprot
-1 h-1. En todos los cultivos en biorreactor, 

la sacarosa y el ácido valérico se consumieron simultáneamente, este comportamiento 

también fue observado por Urtuvia et al. (2020).  

 

 

 

 

 

Figura 18. Evolución de la composición monomérica de los copolímeros producidos en los cultivos a alta 
transferencia en cultivos en lote de la cepa OPNA de A. vinelandii, con la adición de ácido valérico 
(40 mM). El % HB está representado por los círculos verdes (•) y los cuadrados morados 
corresponden al % 3HV (▪).  
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El máximo porcentaje de 3HV (21.0 ± 0.5 %) se alcanzó 9 horas después de la adición 

(Fig. 18). Lo anterior indica que, al aumentar 4 veces la concentración del precursor, 

incrementa alrededor de tres veces el contenido de 3HV en el copolímero de PHBHV, 

esto al compararlo con el porcentaje de 3HV (8.3 ± 0.0) obtenido cuando se emplea una 

concentración de 10 mM del precursor (Fig. 15a). 

Lo anterior es similar a lo observado por Page et al. (1992) quienes reportaron que, en 

cultivos en biorreactor de la cepa UWD de A. vinelandii, al incrementar la concentración 

del precursor de 10 a 40 mM, incrementa en un 30 % el contenido de 3HV en el 

copolímero de PHBHV. Asimismo, otros autores como Urtuvia et al., (2020) observaron 

que en cultivos en lote de la cepa OP A. vinelandii, un incremento en la concentración del 

ácido valérico (de 5 a 10 mM) permite incrementar   27 % el porcentaje mol de 3HV. Esto 

sugiere que la concentración tiene un efecto positivo sobre la producción de los 

monómeros de 3HV.  

Mediante el análisis teórico de la distribución flujo del ácido valérico, se encontró que el 

100 % del ácido valérico (40 mM) fue incorporando 15 horas después de la adición; de 

este porcentaje el 20 % (8 mM) fue desviado hacia la producción de monómeros de 

hidroxivalerato, mientras que, el 80 % restante (32 mM) posiblemente completo el ciclo 

de β-oxidación, generándose propionil CoA y acetil CoA, los cuales, pueden entrar en el 

metabolismo general (Page et al., 1992). Al comparar estos resultados con los obtenidos 

a una concentración de 10 mM de ácido valérico es evidente que, en una mayor 

concentración del precursor, hay un mayor porcentaje de este, que no es desviado a la 

producción de los monómeros de 3HV. Sin embargo, a una mayor concentración del 

precursor hay un mayor porcentaje mol de 3HV. 

En la tabla 8 se realiza una comparación de los parámetros obtenidos en los cultivos a alta 

transferencia empleando 10 y 40 mM de ácido valérico. Como se observa, el incrementó 

en la concentración del precursor, afecta de manera negativa la velocidad de crecimiento, 

la producción y acumulación de PHAs. Cabe resaltar que este comportamiento fue 

previamente observado en los cultivos en matraces agitados (Fig. 6).  

Por otra parte, se observa que el rendimiento de PHAs en base a sustrato es menor (0.15 ± 

0.01 g g-1) cuando se incrementa la concentración del precursor, en comparación al 

obtenido a una menor concentración (0.34 ± 0.05 g g-1). Con respecto a lo anterior Urtuvia 

et al. (2020) observaron que, en cultivos en biorreactor de la cepa OP de A. vinelandii, al 
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incrementar la concentración del precursor de 10 a 15 mM, hay una disminución del 20 

% en el Y p/s y en el Y x/s. Sin embargo, es importante resaltar que, en los cultivos con 

40 mM de ácido valérico, el contenido de 3HV incremento alrededor de tres veces en el 

copolímero, obteniendo un porcentaje mol de 3HV de 21.0 ± 0.5.  

Tabla 8. Comparación de parámetros obtenidos a partir de los cultivos realizados en biorreactor en 
condiciones de alta de transferencia de oxígeno de la cepa OPNA de A. vinelandii. Empleando 10 
y 40 mM de ácido valérico. 

 

 

 

 

 

 

 

                                              

a, b Indica diferencias estadísticamente significativas entre las dos condiciones de 
concentración de ácido valérico evaluadas según un análisis pareado (p valor ≤ 0.05).  

 

Los copolímeros producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii presentaron un PMP de 

6,560 kDa con un IP de 2.1 a las 3 horas de cultivo, con una distribución de pesos 

moleculares homogénea. Este PMP e IP son similares a los obtenidos cuando se adiciona 

una menor concentración de ácido valérico (10 mM) (6,560 kDa; IP 2.8), es importante 

resaltar que independientemente de la concentración del precursor, este fue adicionado a 

las 6 horas de cultivo; por lo cual, se esperaría que los PMP fuera similar en ambas 

condiciones.   

A las 12 horas de cultivo, se observa una incremento en el IP (2.8) acompañado de una 

disminución del PMP (6,430 kDa), mientras que, al final del cultivo el PMP fue de 6,540 

kDa con un IP de 3.4 (Fig. 19). Al igual que, en los cultivos realizados a un concentración 

de 10 mM, no se observan cambios significativos en el PMP a lo largo de la fermentación. 

   

VTOmáx (mmol L-1 h-1) 20 20 
Parámetro  (10 mM Ac val)  (40 mM Ac val) 

μ (h-1) en base a proteína  0.142 ± 0.003 a 0.113 ± 0.001b 

μ (h-1) en base a biomasa 0.142 ± 0.021 0.101 ± 0.001 

PHAs (g L-1) máx  6.1 ± 0.9 a 3.3 ± 0.3 b 

% PHAs máx.   80.0 ± 0.7 a  51.0 ± 3.6 b  
Biomasa máx. (g L-1)  7.03 ± 0.12  6.61 ± 0.15  
Proteína máx. (g L-1)  2.01 ± 0.22  1.89 ± 0.11  

qsac (gsac gprot
-1 h-1) 0.37 ± 0.02 0.31 ± 0.00 

qVal (gval gprot
-1 h-1) 0.09 ± 0.01a 0.21 ± 0.01b 

Y x/s (g g-1)  0.32 ± 0.00  0.30 ± 0.00  
Y p/s (g g-1)  0.34 ± 0.05  0.15± 0.01  
% mol HV 8.3 ± 0.0 a 21.0 ± 0.5b 
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Figura 19. Distribución de pesos moleculares de los PHAs producidos a alta transferencia, en cultivos en 

lote de la cepa OPNA de A. vinelandii, con la adición de ácido valérico (40 mM). Las líneas 
azules (-----) hacen referencia a las 3 horas, las líneas naranjas (-----) a las 12 horas y las 
líneas verdes (-----) a las 21 horas de cultivo. 

 

A pesar de que en este estudio no se llevó a cabo la evaluación de las propiedades 

termomecánicas de los materiales obtenidos, en la literatura se encuentran reportadas 

algunos propiedades térmicas y mecánicas con base en el porcentaje mol de 3HV presente 

en el copolímero. En la tabla 9 se observan las propiedades termomecánicas de 

copolímeros de PHBV con diferentes contenidos de 3HV, producidos por A. 

chroococcum 23 en cultivos en matraces agitados y con la adición de 60 mM de valerato. 

Como lo indican los autores, el incremento en el contenido de HV en el copolímero 

permitió disminuir la temperatura de fusión de 180 a 116.4 °C (Savenkova et al., 2000). 

Una menor temperatura de fusión permite una mayor procesabilidad del material; además 

de mejorar la flexibilidad del polímero (Tebaldi et al., 2019). 

 En el caso de la elongación a la ruptura, esta incrementa conforme incrementa el 

contenido de 3HV en el copolímero. Lo anterior indica que los copolímeros de PHBV 

son materiales más elásticos que el PHB, el cual tiende a ser un material rígido (Anjum 

et al., 2016). Por último, los copolímeros de PHBV presentan una menor resistencia a la 

tracción, en comparación al PHB. 
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Tabla 9. Propiedades termomecánicas de P(3HB) y P(3HB)-co-3HV producidos en cultivos en matraces 
agitados de A. chroococcum 23, con la adición de 60 mM de ácido valérico (Savenkova et al., 

2000). 

 

  

 

 

 

 

En nuestro caso el mayor porcentaje de 3HV que se alcanzó en el copolímero fue de 21.0 

± 0.5 % cuando se adicionó 40 mM de ácido valérico en una condición de alta 

transferencia (20 mmol L-1 h-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

% mol 3HV Temperatura fusión 
(°C) 

Elongación a la ruptura 
(%) 

Resistencia a la 
tracción (MPa) 

0 180.0 5.6 29.9 
8 164.3 177 20.6 

10 163.2 355 23.4 
13 161.0 490 16.4 
17 124.4 800 19.2  
18 123.0 680 23.2 
20 116.4 690 21.5 
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Capítulo 3 

PESO MOLECULAR VS COMPOSICIÓN MONOMÉRICA 

9.4 Relación del peso molecular y composición monomérica del copolímero PHBV. 

 

Previamente se ha reportado que, el peso molecular determina diferentes propiedades 

termomecánicas de los polímeros de PHAs, tales como la resistencia mecánica y el 

comportamiento elástico (Iwata, 2005; Peña et al., 2014). A su vez, el peso molecular 

depende de las condiciones de cultivo, y en el caso de los copolímeros puede depender 

de la composición monomérica (Khanna & Srivastava, 2005; Albuquerque et al., 2011). 

 

En la tabla 10 se presenta un resumen de los pesos moleculares promedio (PMP) a tiempo 

final del cultivo, para cada una de las estrategias de fermentación, VTOmáx y 

concentración de precursor empleadas en este estudio; así como el contenido mol de 3HV 

obtenido al mismo tiempo de cultivo. Tanto para los cultivos realizados a baja 

transferencia (5 mmol L-1 h-1) como a alta transferencia (20 mmol L-1 h-1) no se observa 

un cambio significativo en el PMP. Esto contrasta con lo previamente reportado por 

Gómez (2020), quién observó que, en cultivos en lote de la cepa OP de A. vinelandii el 

PMP se ve afectado por la condición de oxígeno, siendo a baja transferencia (5 mmol L-1 

h-1) donde se promueve la producción de polímeros de alto peso molecular (8,300 kDa); 

mientras que, en un condición de más alta transferencia (8-11 mmol L-1 h-1) el PMP 

disminuye a 3,500 kDa.  

 
Tabla 10. Pesos moleculares promedio y porcentaje mol de 3HV de tiempo final de cultivo, de las diferentes 

estrategias de cultivo, VTOs y concentración del precursor empleadas en estudio, con la cepa 
OPNA de A. vinelandii. Las desviaciones estándar corresponden a la desviación calculada del PMP 
de las réplicas biológicas.  

 

 

 

 

 

Sin embargo, se ha reportado previamente que la cepa OPNA tiende a acumular un alto 

porcentaje del polímero, independientemente de la condición de oxígeno en la que se 

Estrategia de 
fermentación  

VTOmáx  
(mmol L-1 h-1) 

Ácido valérico  
(mM) % mol 3HV 

peso molecular 
promedio 

(kDa) 
Matraces  5 40 39.1 ± 2.9 6,350 ± 295 

Biorreactor 20 10 5.2 ± 0.1 6,550 ± 170 
Biorreactor 5 10 4.6 ± 0.1  6,760 ± 197 
Biorreactor 20 40 12.3 ± 0.9 6,540 ± 376 
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encuentre (García et al., 2014). Lo anterior indica que, la cepa OPNA no es tan sensible 

a los cambios en la concentración de oxígeno, como sí lo son otras cepa como la OP. Esto 

posiblemente se deba a que, en la cepa OPNA se inactivaron los genes que codifican para 

las proteínas RsmA y IIANtr, las cuales regulan negativamente la síntesis de P(3HB) 

(Noguez et al., 2008). Es posible que estas mutaciones hayan alterado a su vez los 

mecanismos de regulación (cambios en la relaciones de cofactores como NADH/NAD+), 

que se inducen bajo cierta condición de oxígeno. 

Por otra parte, se observa que no hay una relación entre el contenido de 3HV y el PMP 

de los copolímeros producidos (Tabla 10). Esto difiere de lo reportado por Myshkina et 

al. (2010), quienes observaron que en los copolímeros de PHBV producidos por la cepa 

7B de A. chroococcum, hay una relación inversa entre el porcentaje de 3HV y el PMP. 

En copolímeros con un contenido mol de 3HV de 21.6 % el PMP es más bajo (1,300 

kDa), en comparación al PMP obtenido (1,490 kDa) en un copolímero con menor 

porcentaje de 3HV (13.1 %). En contraste a lo anterior Savenkova et al. (2000), 

observaron que en cultivos en matraces agitados de la cepa 23 de A. chroococcum, hay 

una relación directa entre el PMP y el contenido de 3HV, ya que, el PMP del copolímero 

(PHBV) incrementa de 1,365 kDa a 1,740 kDa, cuando el contenido mol de 3HV también 

incrementa (del 8 a 13 %). Es importante resaltar que en los estudios realizados por 

Savenkoba et al. (2000) y Myshkina et al. (2010) no se reportan desviaciones estándar ni 

se indican si existen diferencias significativas entre los PMP cuando varía la composición 

de los polímeros. 

Previamente se ha reportado que, el peso molecular es controlado por la actividad de la 

PHA sintasa (Rehm, 2003).  La sintasa de clase I, (la cual está presente en A. vinelandii 

y A. chroococcum), se ha sugerido que es una de las sintasas más procesivas, esto significa 

que puede generar moléculas de mayor longitud sin reiniciar el proceso (Tian et al., 2005; 

Gómez, 2020). Sin embargo, la procesividad depende de la proporción sustrato/enzima; 

cuando esta proporción es alta permite que la polimerización ocurra sin interrupciones 

(Tian et al., 2005). En el caso de los copolímeros, se ha sugerido que los cambios en la 

radio de los monómeros (HB/HV) influyen sobre la composición monomérica de los 

copolímeros y la distribución del peso molecular (Iadevaia & Mantzaris, 2006). A su vez, 

los cambios en la relación HB/HV dependen de la fuente de carbono empleada para la 

producción de los monómeros y de la actividad de enzimas involucradas en su formación 

(Rehm, 2003; Iadevaia & Mantzaris, 2006).  
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Lo anterior sugiere que, si la proporción sustrato/enzima es lo suficientemente alta, la 

enzima producirá polímeros de manera ininterrumpida; mientras que, si la proporción 

sustrato/enzima es baja es más posible que la enzima se detenga, lo que se vería reflejado 

en una disminución en el peso molecular. Es posible que, en nuestros cultivos la 

proporción sustrato/enzima se mantenga estable por lo cual no hay un efecto en el peso 

molecular.   

 

Finalmente, hemos encontrado que la composición monomérica puede modificarse sin 

afectar el peso molecular de los copolímeros de PHBV producidos por la cepa OPNA de 

A. vinelandii. Desde un punto de vista tecnológico, esto permite obtener copolímeros de 

PHBV con diferentes propiedades termomecánicas, sin afectar parámetros ligados al peso 

molecular como la procesabilidad y el tiempo de degradación del material (Hong et al., 

2013; Wang et al., 2014). Lo anterior abre la posibilidad de que estos materiales puedan 

ser empleados en aplicaciones de alto valor agregado como, por ejemplo, en las áreas 

biomédica y farmacéutica (Wang et al., 2014).  
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10. CONCLUSIONES 

 

 

 En los cultivos en biorreactores de la cepa OPNA de A. vinelandii, al incrementar 

la velocidad de transferencia de oxígeno incrementó el contenido mol de 3HV, lo 

que indica que la VTOmáx tiene un efecto positivo sobre la síntesis de lo 

monómeros de 3HV en el copolímero de PHBV. 

 

 En los cultivos realizados en matraces agitados de la cepa OPNA de A. vinelandii 

la adición del precursor (40 mM) tiene un efecto negativo sobre el crecimiento, 

acumulación y producción de PHAs. Sin embargo, permitió obtener un porcentaje 

mol de 3HV de 39.1 ± 2.9 % en el copolímero de PHBV. Hasta donde sabemos 

este porcentaje es el más alto reportado para cepas de A. vinelandii. 

 

 En cultivos en biorreactor de la cepa OPNA, la disminución en la concentración 

del precursor permitió incrementar en un 37 % la acumulación y en un 50 % la 

producción de PHAs. Sin embargo, disminuyó en un 61 % el contenido de 3HV 

en el copolímero.  

 

 En los cultivos en biorreactor se observó que, al incrementar la concentración del 

precursor disminuye la distribución del carbono canalizado a la síntesis de los 

monómeros de 3HV en el copolímero PHBV. 

 

 Los pesos moleculares obtenidos en matraces agitados y biorreactores no 

presentan diferencias significativas entre sí, lo que indica que no existe una 

relación entre el contenido mol de 3HV, y los pesos moleculares de los 

copolímeros producidos por la cepa OPNA de A. vinelandii.   
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11. PERSPECTIVAS 

 

 

 Debido a que un gran porcentaje del precursor (ácido valérico) no se desvía a la 

producción de los monómeros de 3HV, sería importante realizar un estudio más 

fino sobre la distribución de flujo de carbono y sobre cómo la concentración de 

cofactores como [NADH] / [NAD] y [FADH2] / [FAD] influyen sobre dicha 

distribución.  

 

 En este proyecto se obtuvieren copolímeros con diferentes porcentajes mol de 

3HV, por lo cual, sería interesante realizar las caracterizaciones termo-mecánicas 

de los materiales producidos.  

 

 Con el fin de disminuir el efecto de la concentración del precursor se podrían 

realizar cultivos en biorreactor, siguiendo una estrategia de alimentación por 

pulsos o alimentada exponencialmente.  
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