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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar diferentes velocidades de transferencia de
oxigeno (VTO), asi como distintas concentraciones de &cido valérico empleado como
precursor, para producir el copolimero P (3HB — co — 3HV) utilizando la cepa mutante de
Azotobacter vinelandii, OPNA. Este copolimero tiene aplicaciones de interés industrial y
biomédico, por su biodegradabilidad y biocompatibilidad. Esta cepa se caracteriza por ser
sobre productora de P3HB. En la primera etapa de este proyecto se definid la concentracion
de MOPS que se utilizaria, con el fin de mitigar la caida del pH a causa del precursor. En la
segunda etapa, se evaluo el crecimiento celular en cultivos de 72 horas en matraces
agitados de 250 mL, lograndose obtener altos valores de biomasa hasta de 10.95 g/L, bajo
una condicién de VT0,,s, de 5.8 mmol/L h y utilizando una concentracion de precursor de
20 mM. En esta etapa, se demostrd el efecto que tiene la velocidad de transferencia de
oxigeno sobre la velocidad de crecimiento, la velocidad de consumo del sustrato, la
acumulacion y la copolimerizacion de los PHAs producidos; Cuando se incremento la
VTOpma, de 5.8 mmol/ L h a 21 mmol/L h, la acumulacion promedio del copolimero P
(3HB-c0-3HV) disminuy6 de 80 % (7.8 g/L) a 60 % (3.5 g/L). Sin embargo, se alcanzaron
valores de 44.28 % de 3HV en la composicion del copolimero, bajo la condicion de
VTO,,4, Mas alta. Por otro lado, se observd que la concentracion del precursor no influyé

de manera significativa sobre el crecimiento y acumulacién del copolimero.



1. INTRODUCCION:

Dada la reciente atencién prestada al calentamiento global, las industrias modernas se han
preocupado cada vez mas por el uso de procesos y métodos industriales amigables con el

medio ambiente.

La cantidad de montafias de basura situadas tanto en la tierra como en los océanos
incrementa potencialmente. Siendo la contaminacién por plasticos una de las problematicas
mas evidentes, que aumenta dia con dia y cada vez resulta mas alarmante para la sociedad.
Debido a esto es que se ha intentado atacar dicha problematica de la acumulacion por
plasticos a través de procesos de incineracion, reciclaje, fotodegradacion o reuso; sin
embargo, estas medidas presentan desventajas, por lo que no se consideran como

soluciones 100 % efectivas.

Por otro lado, la degradacion de los plasticos sintéticos es muy lenta. Por ejemplo, la
descomposicion de productos orgénicos tarda 3 6 4 semanas, la de telas de algodon 5
meses, mientras que, la del plastico puede tardar 500 afios. Ademas, en buena medida la
“degradacion” de estos plasticos simplemente genera particulas de plastico mas pequefias

que, a pesar de ya no ser evidentes, se acumulan en los ecosistemas (Segura, 2007).

Por lo anterior, es que en la actualidad existe un gran interés por la produccion de plasticos
biodegradables y en su aplicacion para reemplazar los polimeros a base de petroleo, como
son el polipropileno y polietileno, en ciertas aplicaciones. Lo anterior permitiria disminuir
el impacto ambiental, reducir su persistencia en el medio ambiente y utilizar recursos

renovables.

Dentro de los bioplasticos producidos por fermentacion, se encuentran los
polihidroxialcanoatos (PHAS), estos polimeros tienen caracteristicas fisicas similares a los
plasticos derivados del petroleo tales como la densidad, fuerza de tensién, elongacién y
punto de fusion (Alzate, 2015), con la ventaja de que los PHAS se degradan completamente
a CO, y H,0 en condiciones aerobias 0 a CH, en condiciones anaerobias (Delgado et al.
2015).



Dadas sus caracteristicas tienen un gran potencial de uso en aplicaciones que van desde la
manufactura de productos desechables de uso comun, hasta la de productos biomédicos y
farmaceuticos de alto valor agregado. Sin embargo, el precio de los PHASs es todavia alto en
comparacién con el de los plasticos derivados del petrdleo (PET a granel, 3.5 a 5 pesos / kg,
reportado por Recimex en 2017) por lo que se busca hacerlos mas accesibles a la poblacion,
apostando por mejoras en el proceso de fermentacion y extraccién, asi como aislar y
desarrollar cepas microbianas mas productivas y que puedan utilizar sustratos de bajo costo
(Garcia et al. 2013).

Es importante sefialar que el costo de producir P3HB esta influenciado por varios factores
que incluyen costos de sustrato de fermentacion, extraccion de polimeros del citoplasma
celular bacteriano, asi como el manejo de los desechos de extraccion y fermentacion. Sin
embargo, de todos los costos involucrados en la produccién de P3HB, el costo de la fuente

de carbono es el mas alto (Vaishnav, 2021).

2. ANTECEDENTES

2.1 Generalidades de los Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHAS), son polimeros de acidos hidroxialcanoicos que algunos
microorganismos acumulan intracelularmente como material de reserva, cuando una fuente
de carbono se encuentra disponible en exceso y si algin nutriente como nitrégeno, fosforo,
hierro, magnesio, potasio u oxigeno esta limitado, para usarlo posteriormente como fuente

de carbono y energia (Delgado et al. 2015).

Los PHAs se acumulan en polimeros que son insolubles en agua, mdviles y amorfos,
tomando la forma de granulos rodeados por una sola capa de fosfolipidos y que contienen
enzimas polimerasas y despolimerasas (Rivera-Briso et al. 2018). En condiciones limitantes

de sustrato, el PHA puede ser degradado por depolimerasas durante el metabolismo celular.
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Ademas de su importancia en la fisiologia celular de las bacterias, son biodegradables y
pueden ser producidos a partir de fuentes renovables como azlcares y acidos grasos por

diferentes vias metabolicas (Patel et al. 2009).

2.2 Estructuray propiedades

Los PHAs presentan una estructura general, la cual se muestra en la Fig. 1. Donde R hace
referencia a la longitud de la cadena lateral, m hace referencia al tamafio del grupo alquilo.

Tanto R como m determinan el tipo de unidad monomérica de PHA (Loo & Sudesh, 2007).

8 G
H o-g:-(CHz)m- C—-|OH
H

Figural Estructura quimica de un polihidroxialcanoato.

Uno de los PHAs méas comunes es el P3HB, el cual es un homopolimero cuyas unidades
monomeéricas estan todas en la configuracién D (-) debido a la esteroespecificidad de las
enzimas involucradas en su biosintesis. Esté poliéster contiene un grupo metileno

(—CH,—) como cadena lateral y un grupo alquilo (—CHs;).

El P3HB es un polimero termoplastico con propiedades fisicas similares a algunos
polimeros derivados del petréleo, como el polipropileno (Rivera-Briso et al. 2018). Se ha
encontrado que tiene una alta compatibilidad con el cuerpo humano por lo que ha recibido
mas atencion en los ultimos afios. Sin embargo, es un polimero altamente cristalino (55 -
80 %), lo cual hace que sea un material excesivamente fragil. Ademas, su caracter rigido e
hidrofébico y su baja rapidez de degradacion (en comparacion con otros biomateriales)
limitan su manipulacién y funcién para ese tipo de aplicaciones. Por otro lado, su
temperatura de transicion vitrea y de fusion son 5y 175 °C, respectivamente. (Barbosa et
al. 2005).
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2.3 Clasificacion de los PHAs

Los PHAs se clasifican dependiendo la naturaleza de sus unidades mondmeras, si el
polimero estd formado por un solo tipo de unidades se denomina homopolimero y si esta
formado por monémeros con distinta longitud de atomos de carbono se refiere entonces a
un copolimero. Existen PHAs de cadena corta (scl, short-chain-lenght) con 3 - 5 atomos de
carbono, como el poli-3-hidroxivalerato [P (3HV)] y el poli-3-hidroxibutirato [P (3HB)] y
PHAs de cadena media (mcl, medium-chain-lenght) que se componen por monémeros de 6
a 14 atomos de carbono, como el poli-3-hidroxidecanoato [P (3HD)]. Esta clasificacion se

puede observar en la figura 2.

e

h 4 h 4

Homopolimeros Copolimeros
| 1

Cadena corta (scl-) Cadena media (mcl-) Constituidos  por

l l diferente tipo de

mondmero.

Con subunidades de Contienen de 6 a 12 .l,
mondémero C3-C5 dtomos de carbono

l l poli (3-hidroxibutirato-co-
3-hidroxibutirato ( 3HB) 3-hidroxihexanoato (3HHX) 3-hidroxihexanoato)

3-hidroxivalerato (3HV) 3-hidroxioctanoato (3HO)

Figura2  Clasificacion de los polihidroxialcanoatos.

Las caracteristicas principales de los PHAs de cadena corta son ser demasiados rigidos y
fragiles; mientras que, los PHAs de cadena media son mas elasticos pero dotados de menos
fuerza mecénica. La adicion de un pequefio porcentaje de subunidades de cadena lateral
més largas en el P3HB provoca un aumento en la flexibilidad de este copolimero,

haciéndolo util como sustituto de los termoplasticos a granel (Page et al. 1992).
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Se debe mencionar que la razén por la cual un PHA se forma como un polimero de cadena
corta 0 media esta relacionada directamente con la enzima encargada de la sintesis (sintasa)
ya que esta es especifica al sustrato y puede actuar sobre mondmeros con diferente numero
de &tomos de carbono (Anderson y Dawes, 1990); de esta manera la composicion quimica
de los PHAs va a depender del sustrato utilizado, de la enzima PHA-sintasa y de la ruta

metabdlica involucrada (Delgado et al. 2015).

2.4 Aplicaciones de los polihidroxialcanoatos

Como consecuencia de la contaminacion por plasticos, se ha propuesto reemplazarlos con
P3HB y otros biomateriales, por su naturaleza biodegradable. Sin embargo, el P3HB no
cumple con las propiedades mecanicas requeridas para los procesos de fabricacion, por lo
que hasta ahora no ha sido viable su utilizacion.

Una estrategia ampliamente utilizada para mejorar las propiedades del P3HB es la
incorporacion de varios mondémeros secundarios en la cadena polimérica para formar
copolimeros. Por lo tanto, se pueden combinar mas de 150 mondmeros diferentes para
desarrollar materiales con propiedades que varian drasticamente. (Rivera-Briso et al. 2018).

Los PHAs exhiben pesos moleculares relativamente altos, caracteristicas termoplasticas o
elastoméricas y otras propiedades fisicas y mecanicas que los hacen candidatos para varias
aplicaciones en la industria de empaques, medicina, farmacia, agricultura y alimentos, o
como materias primas para la sintesis de quimicos enantioméricamente puros y para la

produccion de pinturas (Babel y Steinbiichel, 2001).

Los PHAs resultan ser de gran interés tanto por sus propiedades como por sus aplicaciones,
debido a ello en el grupo de Biopolimeros del Instituto de Biotecnologia se ha estudiado la
posibilidad de disefiar materiales compuestos en combinacion para mejorar aun mas las
propiedades mecénicas. Poli  (3-hidroxibutirato), poli  (3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) y poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) son algunos de los

polimeros que se han estudiado ampliamente.
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El poli-3-hidroxibutirato (P3HB) es un material termoplastico biodegradable que se utiliza
para producir plasticos para envases, peliculas de base biologica e implantes
biocompatibles. Sin embargo, de todos los bioplasticos mencionados anteriormente, uno de
los materiales méas prometedores para aplicaciones biomédicas es el biopolimero poli (3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), o PHBV, por su nula toxicidad, alta
biocompatibilidad con muy diversos tipos de células y que hoy en dia se puede producir a
gran escala. Asi mismo, posee excelentes propiedades, como su capacidad de absorcion,
origen bioldgico, piezoelectricidad y termoplasticidad, lo que lo hacen muy prometedor
(Rivera-Briso et al. 2018).

La aplicacion mas conocida de los copolimeros, como el P (3HB-co-3HV), es para la
fabricacion de botellas desechables para champd, aunque recientemente se desarrollé un
sistema de desnitrificacion soportado por polimeros biodegradables (BPD), que utiliza
polimero PHBV (1 % de contenido de hidroxivalerato) como fuente de carbono para tratar
las aguas residuales con altas concentraciones de nitrato (Xu y Zhongshuo et al. 2018),
entre muchas otras aplicaciones que se muestran en la tabla 1 (Anderson y Dawes, 1990)
(Rivera-Briso et al. 2018).
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Tabla 1. Aplicaciones del P (3HB-co-3HV).

Copolimero

Aplicaciones

P(3HB-c0-3HV)

Material de empaque, productos higiénicos
(toallas, pafales y pafiuelos), agricolas y
biomédicos, sistemas de liberacion y
transporte de farmacos, suturas quirdrgicas
absorbibles y embalaje médico, parches de
tejido, implantes biodegradables,
biosensores y la fabricacion de andamios
porosos que permiten el tratamiento de
defectos Gseos.

Contenedores para productos alimenticios,
bolsas, envases, embalajes, y otros
productos desechables como, servilletas,
rastrillos, vasos y cubiertos.

En cascos para ciclistas y tableros de
cableado impreso (para electrénica) y varios

paneles de automdviles.

Los PHAs son acumulados por bacterias, como fuente de almacenamiento de carbono y

energia. Generalmente, su produccion se logra mediante un proceso de dos fases. La

primera fase (de crecimiento) esta relacionada con la produccion de biomasa con bajo

contenido de polimero; mientras que, la segunda fase (de acumulacion), generalmente

ocurre si uno de los nutrientes esenciales es limitado (por ejemplo, nitrégeno, fosforo y

oxigeno) en el medio de cultivo y simultaneamente hay un exceso de fuente de carbono. Sin

embargo, la produccion de P (3HB-co-3HV) por bacterias se basa en el suministro de acido

valérico o propionico como precursor del 3HV ademéas de la fuente de carbohidratos

(Rocha et al. 2008).
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2.5 Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es un organismo aerobio estricto perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae y es cercanamente relacionada al género Pseudomonas. Es una bacteria
de suelo fijadora de nitrégeno, ain a concentraciones altas de oxigeno (Pefia et al. 2011),
que produce polimeros de importancia industrial como el P3HB y el alginato. Azotobacter
tiene la capacidad de formar quistes metabolicamente latentes después de un crecimiento
exponencial o por induccién de células vegetativas con reactivos especificos (Segura et al.
2003).

La morfologia de A. vinelandii depende en gran medida de las condiciones de cultivo.
Normalmente, esta bacteria forma agregados cuando se cultiva con poca agitacion, ya sea

en matraces agitados o en un fermentador (Pefia et al. 2002).

Las células de esta especie son mdviles por medio de los flagelos peritricos, y las células en
division tienen una forma tipica de "mani". Los quistes formados intracelularmente son
esferoides cuyos ejes son 1.5 um a 2.0 um, y por lo tanto tienen volumen del 50% con

respecto a las células vegetativas (Sadoff, 1975).

Las cepas modificadas de A. vinelandii pueden acumular hasta el 85 % de P3HB con base

en su peso seco celular bajo diferentes condiciones de cultivo (Pefa et al. 2014). Por otro
lado, ha sido mencionado que en las cepas mutantes de Azotobacter productoras solo de
P3HB, la limitacion de oxigeno deja de ser un factor esencial en la acumulacion de P3HB
pero si en el crecimiento de la bacteria (Sanguino, 2018).

2.5.1 Azotobacter vinelandii cepa OPNA

En el Departamento de Microbiologia Molecular del Instituto de Biotecnologia-UNAM, se
han disefiado cepas capaces de acumular una mayor cantidad de P3HB. Un ejemplo, es la
cepa OPNA, derivada de la cepa OP (mutante espontanea no productora de alginato), y que

se muestra en la figura 3.
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La cepa OPNA presenta dos mutaciones en los genes ptsN y rsmA que codifican para
proteinas que regulan negativamente la biosintesis de P3HB (Garcia et al. 2019). Una de las
proteinas es IHANtr que se encuentra en el sistema de fosfotransferasa relacionada con el
metabolismo del nitrogeno (ptsN) cuando se encuentra en su estado no fosforilado afecta la
expresion del operén de P3HB (Noguez et al. 2008). Mientras que, la otra proteina, rsmA
(proteina pequefia), proveniente del sistema de dos componentes GacS/GacA, se encarga de
regular transcripcionalmente la expresion del operon phb-BAC y el gen phbR, mediante la

unién a los RNAs mensajeros inhibiendo asi su traduccion.

Garcia et al (2014), evaluaron en matraces agitados la produccion de polimeros por las
cepas mutantes OP y OPNA de A. vinelandii, y reportaron que la mayor concentracion de
P3HB y la mayor productividad se obtenia con la cepa OPNA. Con valores para la cepa
OPNA de 75 % de acumulacion de P3HB y para la cepa OP, de 73 % de acumulacion de
P3HB.

Figura3 Fotografia de Azotobacter vinelandii OPNA vista con objetivo de 40x.
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2.6 Efecto de las condiciones de cultivo sobre la copolimerizacion.

Estudios previos han reportado que la acumulacion de P3HB en microorganismos, como
Cupriavidus necator y Pseudomonas, se desencadena por limitacion de fosfato y/o
nitrégeno (N); sin embargo, en el caso de Azotobacter, se ha demostrado que la limitacidn
de oxigeno en lugar de la limitacion de nitrégeno afecta positivamente a la produccion de
P3HB (Garcia et al. 2019). Por su parte, Diaz-Barrera et al. (2016), observaron en cultivos
en biorreactores de la cepa OP de A. vinelandii (mutante no productora de alginato), bajo
diferentes velocidades de agitacion, que la biosintesis de P3HB esta influenciada por la
velocidad de transferencia de oxigeno (VTO). Estos autores evaluaron la acumulacién de
P3HB bajo diferentes velocidades de agitacion, 300, 400, 500 y 600 rpm; y encontraron
que, la acumulacion de P3HB maxima (70 + 3.5% sobre peso seco, a las 6 horas) se alcanz6
cuando la VTO fue menor en el cultivo (300 rpm), confirmando que la limitacion de
oxigeno favorece la acumulacion del polimero en respuesta al estrés generado en la

bacteria.

En 1989, Page y Knosp reportaron la cepa Azotobacter vinelandii UWD, como una cepa
mutante que produce P3HB durante la etapa de crecimiento exponencial y es capaz de
producir el biopolimero usando una variedad de fuentes de azucar sin refinar, incluida la

remolacha, melaza de cafia y jarabe de maiz.

A. vinelandii UWD cuando se cultiva en biorreactor es capaz de producir el copolimero
PHBYV utilizando medio de cultivo suplementado con glucosa y valerato o heptanoato como
precursores, logrando acumular 16 y 4.7 % en moles de la fraccién 3HV, respectivamente
(Urtuvia, 2020). Siendo el valerato el inductor que permite una mayor fraccion de 3HV, por

tal motivo esta molécula se adicionara a los cultivos realizados en el presente proyecto.

Debido a que existen diferentes trabajos donde se ha encontrado un gran potencial de A.
vinelandii para la producciéon de P (3HB-co-3HV), se ha considerado a este
microorganismo como una alternativa prometedora para la produccion futura de

bioplasticos (Page et al. 1992).
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Desde un punto de vista metabdlico, Urtuvia et al (2020), reportaron que en A. vinelandii
OP, el valerato y el heptanoato son asimilados por las células a través de la B-oxidacion,
generando més energia quimica equivalente en forma de moléculas de ATP que la
oxidacién total de carbohidratos (equivalente molar). Estos autores también evaluaron la
produccion de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV) por Azotobacter
vinelandii, en matraces agitados y biorreactores, utilizando diferentes precursores y
distintas velocidades de transferencia de oxigeno (VTO). Ellos reportaron el mayor
rendimiento de PHBYV con base en la sacarosa (0.16 g g~1) y un contenido de 27.36 % en
moles de 3HV en experimentos con Azotobacter sp. cultivado en un matraz de 250 ml con
50 ml volumen de llenado, con una agitacion de 200 rpm y adicionando valerato (1.0
g L™). En cuanto a los cultivos lote en biorreactor, reportaron los resultados que se
indican en la Tabla 2. Los dos cultivos se desarrollaron bajo condiciones limitadas de
oxigeno y la VTO méaxima se varié ajustando la velocidad de agitacion. En los cultivos
realizados a una baja VT 0,4, (4.3 mmol L~ h~1, a 300 rpm) el contenido de PHBV fue de
73 % g g~*; mientras que, con una VT 0,4, Mas alta (17.2 mmol L™ *h~1, a 600 rpm) se
mejoro la fraccion méaxima de 3HV (35 % mol). Los hallazgos obtenidos sugieren que la
produccion de PHBV vy el contenido de 3HV incorporado en el polimero se vieron
afectados por la VTO. Esto es, una mayor VTO, favorecié en el porcentaje mol del 3HV,

mientras que, una VTO mas limitada permitié una mayor produccion del biopolimero.

Tabla 2. Resumen de la produccion de PHBV por A. vinelandii OP en biorreactor
a diferentes tasas de agitacion reportada por Urtuvia et al. (2020).

rpm | VTOns, (mmolL™*h™) | PHBV (% gg™1) Fraccion
3HV (mol %)
300 43+0.7 73.3+4.6 186+6.4
600 17.2+1.2 63.8+4.6 35.0x6.7

Por su parte, Torres (2020), evaluo el efecto de tres factores de cultivo (concentracion del
precursor, la velocidad de transferencia de oxigeno, VTO, y el tiempo de adicion) los
cuales se ha informado que pueden modular la composicion monomérica de los

copolimeros.
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Estos parametros de cultivo fueron evaluados en matraces agitados de 500 ml, utilizando la
cepa OPNA de A. vinelandii. Mediante un disefio factorial, se encontro que, a las 48 h de
cultivo, la fraccion molar mas alta de 3HV (28 + 2.3 %) se obtuvo mediante la adicion de
acido valérico a una concentracion de 40 mM, después de 12 h de cultivo, en cultivos con
100 ml de volumen de llenado, es decir, una condicion de VTO,,, de 5.8 mmol L~1h~1,
Una vez seleccionadas las condiciones que mejor favorecieron el porcentaje de HV en el
copolimero, los mismos autores hacen una nueva evaluacién de manera mas rigorosa, bajo
las mismas condiciones (VTO de 5.8 mmol L~*h~! y 40 mM de acido valérico con un

tiempo de induccion de 12 horas), y encuentran hasta un 39 % de HV.

Por otro lado, se observa que el porcentaje maximo de acumulacion de PHAs fue de 22 +

2.4 %, y este valor maximo es obtenido antes de la adicion del precursor.

Adicionalmente, estos autores observaron que en los cultivos realizados en biorreactor,
donde se utilizd una concentracion alta (40 mM) del precursor y una VTO,,s, de 20
mmol L~*h™1, después de seis horas de haber adicionado el &cido valérico, el porcentaje de
acumulacion de PHBV comenz0 a incrementar hasta obtenerse un maximo porcentaje de
51.0 + 3.6 a las 21 horas de cultivo. A este tiempo, la concentracion del polimero fue de 3.3
+ 0.3 gL™1. En cuanto al contenido de 3HV, se obtuvo 21 + 0.5 % a las 15 h de cultivo. Por
otro lado, en cultivos con menor concentracion de precursor (10 mM), la mayor produccion
de 3HV alcanzada fue de 8.2 + 0.03 % a las 12 horas de cultivo. En esta ultima condicion el
porcentaje y concentracion de PHAs son mas altos (80 + 0.7 % y 6.1 + 0.9 g L) a los

obtenidos en los cultivos realizados con una mayor concentracion del precursor.

Estos resultados revelaron que, al aumentar la concentracion del precursor de 10 a 40 mM,
es posible aumentar el contenido de 3HV. Es importante sefialar que la fraccion molar de
3HV aumentd con la concentracion de acido valérico; sin embargo, bajo esta condicion la

acumulacion de PHBYV disminuyo.

Los resultados de Torres (2020), concuerdan con los obtenidos por Urtuvia et al (2020), ya
que al usar una VTO,,4, mas alta, se logré un incrementd en el porcentaje mol de 3HV en
comparacion a los cultivos con una VTO,,s, menor. Los valores del porcentaje de HV,

reportados por cada autor, parecen ser muy similares. Sin embargo, Urtuvia et al (2020),
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experimentan un rango de concentraciones de precursor mas limitado a diferencia de

Torres, quien establece un rango mas amplio y solo experimenta los extremos del mismo.
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3. JUSTIFICACION

Tomando en consideracion los trabajos anteriormente mencionados, y por las
investigaciones realizadas con referencia a la produccion del copolimero P (3HB-co-3HV)
surgid la necesidad de experimentar velocidades de transferencia de oxigeno aun mas altas
de las ya reportadas, para conocer si el efecto positivo en el % mol del 3HV continla
presentandose u ocurre un efecto contrario, estableciéndose un rango de VTO alto, y asi
determinar la condicion de VTO que mas favorece la copolimerizacion.
De igual manera se emplearan diferentes concentraciones del precursor que permitan evitar
en lo posible la inhibicion en la produccion y acumulacion de PHAs, provocada por el
mismo, a su vez este estudio podria permitir la biosintesis de copolimeros con diferentes

propiedades mecéanicas para una amplia gama de aplicaciones.

4. HIPOTESIS

El incremento de la VTO y el cambio en la concentracion del precursor (acido valérico) en
cultivos en matraces agitados con la cepa OPNA de Azotobacter vinelandii, permitira
obtener copolimeros con una composicion mayor al 39 % en la fraccion del 3HV y un

porcentaje de acumulacién mayor al 25 %.

5. OBJETIVOS

5.1 General

Evaluar el efecto de la velocidad de transferencia de oxigeno méaxima y la concentracién
del precursor sobre la cinética de crecimiento y el porcentaje del 3HV en la composicidn
del P (3HB-c0-3HV).
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5.2 Especificos

v Analizar el efecto de la VTO,,4, en el rango de (5.8 a 21 mmol/L h) sobre la
produccion y composicion de PHAS en cultivos en matraces agitados.

v Evaluar el efecto de la concentracion del acido valérico sobre la produccion y
composicion de PHASs en cultivos en matraces agitados.

6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

El presente proyecto se realiz6 en tres etapas. En la figura 4 se presenta un diagrama
general de la estrategia experimental llevada a cabo. Se utiliz6 la cepa OPNA de A.
vinelandii. Debido a que el precursor es un acido, y el microorganismo modelo de este
proyecto exige un pH cercano a 7.2 para su ideal crecimiento; se vio la necesidad de utilizar
un amortiguador de pH (MOPS) que permitiera mitigar la caida del potencial de hidrégeno.
Debido a lo anterior, en la primera etapa se seleccion6 la concentracion de MOPS a utilizar
durante los cultivos. En la etapa 2, se llevaron a cabo los cultivos a diferentes VTOs y con
diferentes concentraciones de precursor, también se realizaron las determinaciones de
cuantificacion de proteina, sacarosa, biomasa y PHB, como se muestra en la figura 4.1.
Finalmente, en la etapa 3, se derivatizaron las muestras para posteriormente determinar la
composicion del copolimero obtenido mediante cromatografia de gases con detector de

ionizacion de flama.
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7. MATERIALES Y METODOS

7.1 Cepa

Se utilizd la cepa modificada RsmA::sp / PtsN::km (OPNA) de A. vinelandii. Cepa
sobreproductora de P3HB.

7.1.1 Preservacion de la cepa

La cepa se preservo en medio Burk-sacarosa liquido y glicerol al 30 % a -70 °C.

7.1.2 Medio de cultivo

Se utiliz6 el medio Burk-sacarosa solidificado con agar (18 g/L), complementado con
kanamicina (1 ugL™1) y espectinomicina (8.3 pugL™1) para la reactivacion de la cepa en caja
Petri y para realizar las cinéticas de crecimiento se emple6 el medio Burk-sacarosa liquido

sin antibioticos.

La composicion del medio de cultivo BS- liquido se muestra en la tabla 3. El medio Burk-
sacarosa solido contiene los mismos reactivos y concentraciones sefialados en la tabla 3, sin
extracto de levadura y MOPS. El pH del medio sélido y liquido se ajusta a 7.2 con una
solucion concentrada 2 N de NaOH.

Las sales de potasio, la sacarosa, el extracto de levadura y el MOPS se disolvieron en 900
mL de agua destilada y se ajust6 el pH a 7.2. A su vez, el sulfato de calcio se disolvi6 en 50
mL de agua destilada, y las sales restantes también fueron disueltas en 50 mL de agua
destilada. Con el objeto de evitar precipitaciones, las tres fracciones se esterilizaron por
separado a 121 °C durante 20 minutos y una vez estériles se mezclaron en la campana de

flujo laminar.
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Tabla 3. Composicion del medio Burk-Sacarosa liquido.

Reactivo Concentracion en gL™1
Sacarosa 20
Extracto de levadura 3
MOPS 31
K,HPO, 0.66
KH,PO, 0.16
CaSO0, 0.05
NaCl 0.2
MgSo, 0.2
NaMo0O,2H,0 0.0029
FeS0,'7H,0 0.027

Para promover la biosintesis de PHBV, se afiadi6 el acido valérico al medio sin neutralizar
durante la fase de crecimiento exponencial (cuando la biosintesis de P3HB es mas activa), a
la concentracién final de 20, 30 y 40 mM. EIl 4cido valérico fue previamente esterilizado

mediante filtracion en membrana de 0.22 pm.
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7.2 DESARROLLO DE CULTIVOS.

7.2.1 Pre-in6culo

Se sembraron cajas utilizando dos asadas de la cepa OPNA de A. vinelandii proveniente de
un glicerol, se incubaron a 29 oC durante 48 a 60 horas en medio Burk-sacarosa solido

suplementado con kanamicina y espectinomicina (1 ug L™t y 8.3 pg L™1, respectivamente).

7.2.2 Preparacion del in6culo para los cultivos en matraz de 250 mL.

A partir de las colonias de la cepa OPNA generadas en cajas Petri, se tomaron dos asadas y
se inoculé en medio BS-liquido en un matraz de 500 mL, con un volumen de llenado de
100 mL del medio. El inéculo se incub6 a 29 °C y 200 rpm, hasta que alcanzé una densidad

Optica (leida a 540 nm) con una dilucién 1:10, de 0.5, aproximadamente 20 - 22 horas.

Posteriormente, con la finalidad de evaluar diferentes velocidades de transferencia de
oxigeno, se realizaron cultivos durante 72 horas, utilizando volimenes de llenado de 50
mL, 25 mL, y 12.5 mL en matraces de 250 mL. Se inocularon con el 10 % del volumen
total.

Cada 12 horas un matraz se sacrifico para mediciones analiticas. Todos los experimentos se
realizaron por duplicado.

7.2.3 Estimacion de la VTO0,,,;, en los cultivos.

La velocidad de transferencia de oxigeno maxima se determiné con la ecuacion 1. Ecuacién

propuesta por Maier y Biichs (2001),

(n°'84VL_0'84d8'27d‘1'25 _ 5)

Ecuacion 1.
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Donde:

n = Frecuencia de agitacion (rpm)
IV, = Volumen de llenado (mL)

d, = Didmetro de agitacion (cm)

d = Didmetro maximo del matraz de agitacion (m)

8. DETERMINACIONES ANALITICAS

8.1 Determinacion de biomasa por peso seco

Se determind la concentracién de biomasa mediante el método gravimétrico de peso seco.
Se tomaron 2 mL de caldo de cultivo, se filtraron en membranas previamente taradas. Las
membranas se secaron en horno durante 48 horas a 60 °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, expresadaen g L.

8.2 Determinacion de proteina de la biomasa celular

La concentracion de proteina se determind mediante el método colorimétrico de Lowry,
usando albumina bovina como estandar. La adicion del reactivo de Folin, incrementa la
aparicion de color azul, cuya densidad 6ptica es medida a 625 nm vy, es proporcional a la

concentracion de proteina presente (Lowry et al., 1951).
Soluciones: A: Na,C05 2 % en NaOH 0.1 N; B: Tartrato de Nay K 2 %; C: CuS0, 1 %.

Solucion reactiva: Se prepar6 mezclando 1mL de solucion B, 1 mL de solucién C y 98 mL

de solucién A.

Reactivo de Folin: Se utilizé el reactivo de Folin y se hizo una diluciéon 1:2 con agua
destilada.
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El procedimiento fue el siguiente: se tom6 1 mL de la muestra de caldo de cultivo y se
centrifugd a 11000 rpm durante 15 minutos. El precipitado se resuspendio en agua destilada
(aplicando una dilucién conforme a la cantidad de muestra). Después, se tomaron 200 pL
de la muestra y se adicion6 1 mL de la solucién reactiva. Se agité en vortex y se dejo
reposar durante 10 minutos. Posteriormente, se adicionaron 100 pL del reactivo de Folin y
se agitd en vortex, se dejo reposar en oscuridad durante 30 minutos. Posteriormente, las
muestras se centrifugaron por 2 minutos a 11000 rpm, con el fin de evitar interferencias de
solidos disueltos de los polimeros en la medicion. Se determind la absorbancia a 625 nm en
un espectrofotdbmetro, contra un blanco (mezcla de reactivos y agua destilada).
Se realiz6 una curva patron (Fig. 5) utilizando albumina bovina (Sigma), en
concentraciones de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8y 1.0 g L™1.

1.6 4
1.4 A

Absorbancia (625 nm)
o o o =
A O 00 N

o
N
1

o

0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Concentracion de proteina (g/L)

Figura5 Curva estandar de proteina para la cuantificacion de proteina total.

Finalmente, para realizar la cuantificacion, se emple6 la siguiente ecuacion:

, g Absorbancia — 0.1056
Proteina (—) = <

= 13372 )* Dilucién

Ecuacion 2.
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8.3 Cuantificacion de sacarosa.

El método de la B- fructofuranosidasa- DNS se basa en la hidrdlisis de la sacarosa usando la
enzima invertasa y la posterior medicion de los azucares reductores libres por la reduccion
del &cido 3,5- dinitrosalicilico (DNS). En la reaccion se forma un compuesto nitro-aminado
colorido (amarillo), cuya densidad Optica medida a 540 nm es proporcional a la

concentracion de grupos reductores.

Solucion DNS: Se prepar6 pesando 16 g de NaOH, 300 g de tartrato de sodio y potasio y
10 g de DNS, se mezclaron en 1 L de agua destilada, con adicion lenta del DNS para evitar

su precipitacion.

Amortiguador de citratos pH 4.6: Se prepar6 disolviendo 0.197 g de acido citrico en 50
mL de agua destilada. De forma independiente, se disolvi6 9.1 g de citrato de sodio en 50
mL de agua destilada. Posteriormente, se adicion6 gota a gota el citrato de sodio al acido

citrico hasta alcanzar un pH de 4.6.

Solucion enzimética: Se prepar6 mezclando 2.5 mg de la enzima B-fructofuranosidasa
(Sigma-Aldrich) con 1 mL de amortiguador de citratos (0.35 M, pH 4.6).

Se tomé una alicuota de 1 mL de caldo de fermentacion y se hizo una dilucién 1/20 con
agua destilada. Se tomd una muestra de 90 pL y se adicionaron 10 pL de la solucién
enzimatica, en seguida se agito y se dejo reposar a temperatura ambiente durante 10
minutos. Posteriormente, se adicionaron 100 uL de DNS. Los tubos de cada muestra se
llevaron a ebullicion en bafio maria durante 5 minutos y fueron enfriados en hielo.
Finalmente, se les adiciond 1 mL de H,O destilada, se agito y se midio la densidad dptica a
540 nm.
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Figura6  Curva patrén de sacarosa para la cuantificacion de sacarosa por el método -

fructofuranosidasa-DNS.

Para realizar la cuantificacion de sacarosa en el medio de cultivo de cada muestra, se

empled la siguiente ecuacion:

g Absorbancia — 0.0177
Sacarosa (—) = (

05134 ) * Dilucion

Ecuacion 3.
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8.4 Cuantificacion e identificacion de PHAs por cromatografia de gases (GC)
con detector de ionizacion de flama (FID)

La cuantificacion y determinacion de la composicion monomérica de los PHAS se realiz
mediante cromatografia de gases. Los PHAs fueron convertidos a productos estables y
volatiles a las temperaturas de la columna del cromatdgrafo de gases. Esto se consigue por
la conversion del PHA en los metil ésteres correspondientes de los hidroxiacilos
constituyentes del polimero.

Los metil-esteres interactian especificamente con la fase sélida de la cromatografia de
gases, lo que permite la separacién de los diferentes metil-ésteres de los hidroxialcanoatos.
La medicion del tiempo de retencién y el area bajo la curva resultante de las sefiales del

detector en el cromatograma, permiten su identificacion y cuantificacion.

Para la identificacion de los componentes de los PHAs producidos (HB y HV), se utiliz6
como estandar: Acido (R)- 3-hidroxibutirico y metil valerato del proveedor Sigma-Aldrich.
Se utilizd benzoato de metilo como estandar interno (Methyl benzoate, Sigma-Aldrich) en

todas las muestras.

Se generd una grafica de calibracién de P3HB para la cuantificacion del contenido celular
de PHAs. Se utiliz6 P3HB del proveedor Sigma- Aldrich, para la curva se emplearon
concentraciones de: 2, 4, 6, 8 y 10 mg/mL. ElI P3HB utilizado para la curva, se sometio a
un proceso de derivatizacion, mientras que para la curva de HV se utilizé el estandar metil
valerato del proveedor Sigma- Aldrich utilizando concentraciones de: 0.2, 2, 4, 6 y 8
mg/mL. Los estandares fueron inyectados en el cromatografo de gases, tanto para conocer

su tiempo de retencion, y para la posterior cuantificacion de PHASs en las muestras.

Se realizd el proceso de derivatizacion de PHAs para todas las muestras obtenidas de los

cultivos realizados, como se describe en la seccion 8.4.1.
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8.4.1 Derivatizacién de PHAs.

Se utilizo el procedimiento de Juengert et al, (2018) con algunas modificaciones.

Se centrifugaron 12 mL de caldo de cultivo para recuperar la biomasa de cada muestra. Se
pesaron 10 mg de biomasa liofilizada o secada, se adiciond 1 ml de cloroformo, se agit6 en
vortex y se dejo reposar de 20 a 30 minutos. Posteriormente, se adicioné 1 mL de metanol
suplementado con H,S0, (15 % v/v), se volvié a agitar en vortex y sin apretar la tapa de los
tubos de derivatizacion, se incubaron 2 horas 30 minutos a 100 °C 6 6 horas a 80 °C. En
seguida se libera la presion dentro de los tubos y se enfrian en hielo durante 5 minutos y
después se adiciona 1 mL de agua destilada y 1 mL de cloroformo con benzoato de metilo
al 0.2 %, se agitd en vortex (30 segundos). Por ultimo, se toma la fase organica en tubos
Eppendorf de 2mL, se centrifuga a 10 000 rpm por 3 min y se pasé a un nuevo tubo,

evitando tomar la fase inorganica de la superficie.

8.5 Crecimiento microbiano y ecuacion logistica.

Los datos de la cinética de crecimiento microbiano de determinaron por la ecuacion

logistica:

X
)

X max

ax_
E—HX( -

Ecuacion 4.

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento (h™1) y X4, la concentracion maxima
de biomasa (g L™1). Integrando la ecuacion anterior, considerando que X, = X(t =0) y
reordenando los términos se obtuvo la ecuacion 5, que describe el crecimiento bacteriano

en el tiempo.
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GOmez- Pazarin et al. 2016.

9. RESULTADOS Y DISCUSION

9.1 Valores de pH en funcion de la concentracion de MOPS

Clementi et al. (1995), demostraron que la produccién de alginato, por A. vinelandii, en
presencia de MOPS aument0 en 2.5 veces, lo que demuestra la importancia primordial del

control de pH durante el proceso de fermentacion.

Por tal motivo, el &cido 3-(N-morfolino)-propano-sulfonico (MOPS), generalmente se
agrega al medio para mantener el pH constante, durante el cultivo de la bacteria (Pefia et al.
2006).

Para mitigar la caida de pH en el medio de cultivo, cuando se agrega el acido valérico, se
procedié a evaluar la concentracion del amortiguador de pH (MOPS), para lo cual, se
prepar6 el medio BS liquido con diferentes concentraciones de MOPS, para seleccionar la
concentracion que permita mantener el pH mas cercano a 7.2, después de la adicion del

precursor.

Se evaluaron tres concentraciones de MOPS, las cuales fueron 10.45, 14.2 y 31 g/L (50, 68
y 150 mM, respectivamente). Se realiz6 una corrida de prueba, la cual consistio Unicamente
en medio BS (sin la bacteria) y se adiciond el precursor al medio en agitacion, en
concentraciones de 20 y 40 mM. Los cambios del pH para la corrida de prueba se muestran

en la tabla 4.

NOTA: El valor inicial del pH fue de 7.2.
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Tabla 4. Cambios en el pH en funcion de la concentracién de MOPS en el medio.

Concentracion de 40 mM de acido valérico 20 mM de &cido valérico
MOPS (mM) pH final

50 5.15 6.49

68 5.68 6.7

150 6.77 6.99

Debido a que el pH oOptimo de Azotobacter vinelandii es entre 7.0 y 7.5, se eligid la

concentracion de 150 mM de MOPS, para mitigar la caida de pH en los cultivos.

A continuacion, la tabla 5 muestra los resultados del cambio que hubo en el pH de los

cultivos, utilizando la concentracion de MOPS anteriormente mencionada.

Tabla 5. pH final de cultivos con concentraciones de precursor de 20, 30 y 40

mM, empleando MOPS con una concentracion de 150 mM.

Concentracion del acido valérico (mM) | pH final (72 horas de cultivo)

20 7.20
30 7.19
40 7.16

9.2 Influencia de la concentracion de &cido valérico sobre el crecimiento

medido como proteina en distintas condiciones de VT 0,,,44-

En la figura 7 se presenta la cinética de crecimiento de la cepa OPNA cultivada bajo
diferentes concentraciones de acido valérico (20, 30 y 40 mM) y bajo distintas velocidades
de transferencia de oxigeno (VTO). Se observa que al incrementar la VT 0,5, del cultivo en
el rango de (5.8 a 21 mmol/L h), hay un aumento en la concentracion méxima de proteina y

la velocidad de crecimiento. Asi, a una VTO0,,4, de 21 mmol/L h se alcanzaron valores de
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proteina méxima de 1.74 + 0.08, 1.73 £ 0.27 y 1.61 + 0.19 g/L para las concentraciones de
20, 30 y 40 mM, respectivamente. En contraste, para una VTO0,,4, de 5.8 mmol/L h, la
concentracion de proteina fue de 1.35 + 0.20, 1.32 £ 0.36 y 1.19 + 0.08 g/L, para 20, 30 y

40 mM, respectivamente. Estos valores representan alrededor del 20 % de la biomasa.

Se estimé la velocidad especifica de crecimiento a partir de los datos de proteina, ya que, ha
sido reportado que el método gravimétrico no permite diferenciar entre los cambios en la
poblacion celular y la acumulacion de PHAs (Garcia, 2014). Cada uno de los puntos de las

figuras representa el promedio de 2 cultivos independientes.

Es importante destacar que, para cada condicion de VT 0,4, los valores de las velocidades
de crecimiento para cada concentracion de acido valérico usada, son iguales a excepcion de
los valores calculados a una VT 0,4, de 21 mmol/L h, donde a baja concentracion de acido
valérico (20 mM) la velocidad es ligeramente mayor con respecto a 30 mM y 40 mM de
acido valérico (Tabla 6,7 y 8). Estos resultados muestran la poca influencia que tiene el
precursor en estas concentraciones, sobre el crecimiento de la cepa OPNA con base en la

cuantificacion de proteina.
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Estudios previos con esta cepa, como el trabajo de Torres et al. (2021), demuestran que
cuando se cultiva la cepa OPNA a una VTO,;4, de 5.8 mmol/L h, utilizando una
concentracion del precursor de 40 mM, se obtuvo una velocidad de crecimiento inicial de
0.043 + 0.006 h~1, este valor fue calculado antes de la adicién del acido valérico.
Calculando la velocidad de crecimiento en ese periodo con los datos del presente proyecto,
se obtiene un valor de 0.102 + 0.03 ~A~1. La diferencia de los resultados puede deberse al
cambio de la fuente de nitrogeno, dado que en el trabajo de Torres et al. (2021) se emple6
sulfato de amonio; mientras que en este trabajo se utiliz6 extracto de levadura. Se sabe que
en cepas de A. vinelandii no productoras de alginato la adicion del extracto de levadura
incrementa el crecimiento, la produccién y acumulacion de P3HB (Ryu et al. 2008), debido
a que la adicion de extracto de levadura no solo proporciona nitrégeno, también contiene
minerales y vitaminas que podrian emplearse como factores para el crecimiento (Torres et
al. 2021).

Tabla 6. Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion en funcién de la

concentracion de acido valérico a una VT 0,5, de 5.8 mmol/L h

Concentracién acido (mM) | 4 (h—1) tpuplicacion (1)
40 0.03 +0.00 23.1
30 0.03 +0.00 23.1
20 0.03+0.00 23.1
Tabla 7. Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion en funcién de la

concentracion de acido valérico a una VT 0,4, de 12 mmol/L h

Concentracién acido (mM) | i (h=1) | tpupiicacion (R)
40 0.1+0.03 6.93
30 0.1+£0.04 6.93
20 0.1+£0.04 6.93
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Tabla 8. Velocidad de crecimiento y tiempo de duplicacion en funcién de la

concentracion de &cido valérico a una VT 0,,;, de 21 mmol/L h

Concentracién acido (MM)| i (h=1) | tpupticacien (1)
40 0.13+0.02 5.33
30 0.13+0.03 5.33
20 0.15+0.01 4.62

En la figura 7b, se logra observar que, existe un mayor crecimiento a una velocidad de
transferencia de oxigeno de 12 mmol/L h que a una VTO,,s; de 5.8 mmol/L h,
alcanzandose un valor de proteina maximo de 1.7 + 0.14 g/L, con una concentracion de
precursor de 20 mM. Para esta condicion de VTO,,s,, los valores de velocidad de
crecimiento respecto a la concentracion del acido valérico (tabla 7), son mayores que los
obtenidos con una VTO0,,4, de 5.8 mmol/L h (tabla 6).

En la figura 7c y la tabla 8 se observa que la velocidad de crecimiento es mayor a una alta
VTO,s, Que las calculadas a bajas VTOs. Es decir, un incremento en la VTO influye
positivamente en el crecimiento, lo cual se ve reflejado en la velocidad de crecimiento y la

concentracion maxima de proteina.

Para esta condicion de VTO,,4, (21 mmol/L h), la p mas alta (0.15 + 0.01) fue con la
concentracion de 20 mM de acido. Se puede observar en la figura 7c una mayor
concentracion de proteina en los cultivos cuando se usé una concentracion de precursor de
30 mM.

A las 48 horas de cultivo, se puede observar que el valor de proteina mas alto (1.73 + 0.27
g/L) fue alcanzado con una concentracion de precursor de 30 mM. Y en la figura 7b se
puede observar que, ese valor es muy parecido al valor de proteina méximo que se alcanz6

con una VT 0,4, de 12 mmol/L h, que fue de 1.7 £ 0.14 ¢/L, a las 60 horas de cultivo.

En la figura 7c, es importante mencionar que los valores de proteina obtenidos con la

concentracion de 40 mM, son los més bajos a partir de las 36 horas de cultivo.

Se sabe que en microorganismos aerébicos, como es el caso de A. vinelandii un incremento

en la disponibilidad de oxigeno favorecen la duplicacion celular y por tanto la
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concentracion de proteina en el cultivo. Mientras que al disminuir la disponibilidad de

oxigeno hay un aumento en la acumulaciéon de P3HB.

9.3 Influencia de la concentracién de acido valérico sobre el crecimiento de
biomasa en distintas condiciones de VTO max.

En la figura 8 se muestran las cinéticas de crecimiento con base a biomasa de los cultivos
con tres distintas concentraciones de precursor evaluadas bajo diferentes VTOs.
Se observa que la concentracion de acido valérico no tiene un efecto significativo sobre el
crecimiento medido como biomasa. Para este caso, al igual que el crecimiento medido
como proteina, el crecimiento de biomasa sigue también una tendencia de un modelo
logistico. Lo cual coincide con lo reportado por Klimek y Ollis (1980) de que el
crecimiento de biomasa de A. vinelandii se adapta al modelo I6gistico establecido por la
ecuacion 4 (Materiales y métodos).

La figura 8a muestra que, los valores de biomasa (medida como peso seco) con la
concentracion mas alta del precursor (40 mM), son ligeramente méas bajos. Los valores de
biomasa maximos, a las 72 horas de cultivo, fueron de 10.95 + 1.4, 10.7 + 1.2y 10.35+ 0.1

g/L, para 20, 30 y 40 mM, respectivamente.

La figura 8b muestra que, para esta condicion de VTO, los valores de biomasa méxima se
alcanzaron a las 48 horas de cultivo y, fueron de 8.1 + 0.7, 9.0 £ 0.07 y 9.1 + 0.56 g/L, para
las concentraciones de 20, 30 y 40 mM de precursor, respectivamente. En comparacién con
los valores méximos de biomasa obtenidos a una VTO de 5.8 mmol/L h, estos valores

disminuyeron un poco mas de 1 g/L.

En la figura 8c se puede observar que, la concentracion maxima de biomasa para la
condicion de VTO,,s, mas alta, disminuyé considerablemente en comparacion con los
resultados obtenidos con una VT 0,5, de 5.8 mmol/L h. Los valores de biomasa maxima se
alcanzaron a las 36 h de cultivo, y fueron de, 6.85 + 0.32, 7.47 £ 0.78 y 7.2 £ 1.1 ¢g/L, para
las condiciones de concentracion de &cido valérico de 20, 30 y 40 mM, respectivamente.
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Se sabe que una velocidad de transferencia de oxigeno baja, en A. vinelandii, promueve la
sintesis de P3HB; mientras que a valores altos de VTO, la bacteria utiliza la fuente de

carbono principalmente para el crecimiento celular; (Garcia et al, 2014).

Por otro lado, Padilla-Cérdova et al. (2020), reportaron que usando la cepa OP de A.
vinelandii, la velocidad de agitacion, y por lo tanto, la VTO, afectd las concentraciones
méaximas de biomasa, variando entre 9,7 y 13,6 g/L, dependiendo de la velocidad de
agitacion del cultivo. La mayor concentracion de biomasa (13,6 £ 0,5 g/L ) se obtuvo a las
54 h de cultivo en los cultivos a 800 rpm. En los cultivos agitados a 1000 rpm se alcanzé
una menor concentracion de biomasa (11.8 £ 0.1 g/L). Teniendo en cuenta que la biomasa
se midié como peso seco, incluido el P3HB, la baja biomasa obtenida a 1000 rpm podria
deberse a un contenido de P3HB mas bajo (Padilla-Cdrdova et al. (2020).

Tomando en consideracion esto, y observando en la figura 8 que, un incremento en la
VT 0,4, Provoca una disminucion de la concentracion de biomasa méxima, se puede decir
que el decremento de biomasa de 10.6 g/L a 7.2 g/L al incrementar la VTO de 5.8 a 21
mmol/L h, se podria deber a un menor contendido de PHAs en la biomasa.
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9.4 Consumo de sacarosa en funcién de la concentracion de precursor a
diferentes VT 0,5 -

También se cuantificd la concentracidn de sacarosa a través del tiempo de cultivo.

La figura 9 muestra que, en todos los casos la fuente de carbono se agot6 antes de terminar

las 72 horas de cultivo.

En la figura 9a se presenta el consumo de sacarosa para las tres concentraciones de acido
valérico bajo una VTO0,,, de 5.8 mmol/L h. Para las tres concentraciones se consumio el
100 % de la sacarosa inicial, a las72 horas de cultivo, y a las 60 horas para la concentracion
de 20 mM.

El comportamiento de consumo es similar al reportado por Garcia (2013), en cultivos en
matraces agitados de A. vinelandii OPNA, medio BS, bajo una VT0,,;, de 5.8 mmol/L h,
quien al final de su cultivo (60 horas), cuantificé una concentracion de sacarosa alrededor
de 5 g/L. A pesar de que, en este trabajo la sacarosa se agota por completo a las 72 horas, a

las 60 horas para la concentracion de 30 y 40 mM, el valor de sacarosa es de 2 g/L.

Si comparamos el comportamiento que sigue la proteina con el comportamiento del
consumo de sacarosa, se observa que existe una relacion ya que, en el transcurso de las 60
horas a las 72 horas, en la figura 7a se observa que, el crecimiento con base en proteina
llega a una fase estacionaria, esto puede ser provocado por la ausencia de sacarosa en el

medio.

En la figura 9, se observo que los cultivos para las tres concentraciones de acido valérico
presentaron un perfil de consumo del sustrato similar, es decir, el precursor no es relevante

durante el consumo de la fuente de carbono.

En la figura 7b se observa que, a partir de las 60 horas de cultivo, la proteina disminuye,
esto puede ser causado por la limitacion de sacarosa en el medio (figura 9b). Al no existir

una fuente de carbono, el crecimiento celular se detiene.
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Las velocidades de consumo de sacarosa para las diferentes VTO,s, Yy para las
concentraciones de 20, 30 y 40 mM, se muestran en la tabla 9. Como se puede observar las
velocidades de consumo estan relacionadas con la velocidad de transferencia de oxigeno y
con la concentracion de precursor. Para la VT0,,s, de 5.8 mmol/L h'y la VTO ,,4, de 12
mmol/L h, las velocidades de consumo presentan una relacién inversa con la concentracién
de precursor, al existir una menor cantidad de acido en el cultivo, la velocidad de consumo
de sacarosa es ligeramente mayor y viceversa. Ese comportamiento puede ser debido a que
A. vinelandii prefiere usar acidos organicos en vez de carbohidratos para crecer (Torres,
2020), por lo cual, un menor consumo de sacarosa podria atribuirse a la preferencia de A.

vinelandii por el acido valérico presente en el medio.

En el caso del volumen de llenado con 50 mL, correspondiente a una VTO,,s, de 5.8
mmol/L h, la sacarosa se agotd entre las 60 y 72 horas (figura 9a); mientras que, en los
cultivos con volumen de llenado de 25 mL, es decir, bajo una VT0,,4, de 12 mmol/L h, se
agoto a partir de las 48 horas (figura 9b). Para la condicion de VTO ,,4, mas alta (21
mmol/L h), con un volumen de llenado de 12.5 mL, el consumo de sacarosa fue mas rapido,
agotandose por completo, para todas las concentraciones de acido evaluadas, a las 36 horas,

como se muestra en la figura 9c.

Estas diferencias en el cosumo de la fuente de carbono, son significativas, por lo que es
evidente que la velocidad de consumo es mayor en precencia de mas oxigeno que cuando

se cultiva bajo condiones de limitacion.
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Tabla 9. Tabla comparativa de los rendimientos de biomasa y velocidades de

consumo con diferente concentracién de precursor bajo distintas VTOs maximas.

Concentracion de
acido valérico
(mM)

Concentracion de
acido valérico
(mM)

Concentracion de
acido valérico
(mM)

0.95+0.10 0.277 £ 0.00
30 0.88 +£0.09 0.248 £0.01
40 0.97£0.20 0.246 +0.00

0.75+0.04 0.577 £ 0.06
30 0.78 +0.00 0.489 + 0.01
40 0.80 £ 0.05 0.379+£0.01

0.54 £0.05 0.627 +£0.02
30 0.64 +0.07 0.548 £ 0.07
40 0.66 + 0.04 0.610+0.01
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9.5 Efecto de la concentracion de acido valérico sobre la acumulacion de PHAS,

a diferentes velocidades de transferencia de oxigeno.

Por otro lado, la acumulacion de PHAs resulto significativamente afectada por la velocidad
de transferencia de oxigeno maxima. En la figura 10a, se puede notar que el porcentaje de
acumulacion del copolimero se mantuvo alrededor del 80 % durante todo el cultivo bajo
una VTO,,s, de 5.8 mmol/L h, también es importante mencionar que no se muestran
diferencias significativas que demuestren un efecto de la concentracion del acido valérico

sobre la acumulacion.

Para esta misma condicién de VTO0,,;, Y la adicion de acido valérico en una concentracion
de 40 mM, Torres et al. (2021) observé que, el porcentaje méaximo de acumulacion de
PHAs fue de 22 + 2.4, del copolimero PHBV. Este resultado difiere de lo obtenido en este
trabajo; sin embargo, se ha reportado por Garcia et al. (2014), un maximo porcentaje de
acumulacion de 52 + 4.7 % a las 36 horas de cultivo, de P3HB. Cabe resaltar que Garcia et
al. (2014) emple6 medio de cultivo (Burk- sacarosa) a la misma relacion C/N 28 que la
empleada en este trabajo, y, ademas, también empleo extracto de levadura, que como ya se
menciond favorece la produccién y acumulacion del polimero. Por otro lado, se ha descrito
que para las cepas de A. vinelandii productoras de P3HB, la produccion del biopolimero se
encuentra asociada al crecimiento (Garcia et al., 2014), y dado que, para estas condiciones
el crecimiento, en este trabajo, tuvo valores por encima de los reportados anteriormente,

seguramente la acumulacion de PHAs esta directamente relacionada.

La figura 10b muestra, para la condicién de VT0,,5, de 12 mmol/L h, un comportamiento
diferente, en el cual la acumulacion de PHAs evoluciona alcanzando un valor méximo de
80 % entre las 36 y 48 horas, y a partir de ahi, parece haber una degradacion del copolimero
ya que el porcentaje de acumulacion cae hasta valores de 30 % a las 72 horas de cultivo. Es
importante resaltar que, el tiempo de cultivo en el que parece haber la degradacion del
polimero (60 horas), coincide con el agotamiento de sacarosa en el cultivo (figura 9b), por

lo que podemos atribuir la degradacion de los PHAS, a la ausencia de la fuente de carbono.
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En cambio, para la condicién de mas alta velocidad de transferencia de oxigeno (21
mmol/L h), figura 10c, se puede observar un efecto negativo en la acumulacién de PHAs,
obteniéndose en promedio valores de hasta 58 % de PHBV. Nuevamente parece ser que la
acumulacion del copolimero para cada concentracion de precursor, sigue la misma
tendencia y no se notan cambios significativos al aumentar o disminuir la concentracion del

acido valérico.

Para este caso, parece ser que sucede lo mismo que ocurre en la condicién de VTO,,4, de
12 mmol/L h, a partir de las 36 horas, se logra observar un ligero decremento en el
porcentaje de acumulacion; y ademas, en la figura 9c se observa que, a las 36 horas de
cultivo la concentracién de sacarosa es de 0 g/L. Es decir, cuando se agota la sacarosa, se
presenta una degradacion del polimero. Lo anterior puede deberse a que, como se sabe, los
PHAs son una reserva de carbono y energia, ante la ausencia de la fuente de carbono, A.

vinelandii utiliza el polimero para su consumo.
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9.6 Composicion del copolimero en funcion de la concentracion del precursor
bajo diferentes VTOs.

La figura 11a muestra, los porcentajes de HV alcanzados a las 24 y 48 horas de cultivo,
bajo diferentes VTOs, empleando una concentracion de precursor de 20 mM se observaron
cambios en el porcentaje de HV para las diferentes velocidades de transferencia de oxigeno.
Se obtuvieron valores maximos de 22.62 + 0.09, 36.78 + 0.5y 39.2 + 1.25 % de HV en el
copolimero PHBYV sintetizado, bajo VTOs de 5.8, 12 y 21 mmol/L h, respectivamente.

Como se puede notar, el porcentaje de HV incrementa, bajo condiciones de velocidad de
transferencia de oxigeno més altas. Lo que coincide con lo reportado previamente por
Urtuvia et al (2020), quienes observaron que al incrementar la VTO de 4 a 17 mmol/L h, el

porcentaje de HV incremento de 18.6 a 35, utilizando valerato al 9.8 mM.

La figura 11b, muestra los valores del porcentaje de HV en el PHBV, ahora con una
concentracion de precursor de 30 mM. Se obtuvieron valores de, 28.4 £ 1.4y 21.2 + 1.6 %,
a las 24 y 48 horas, respectivamente bajo una VTO0,,, de 5.8 mmol/ L h; valores de 29.1 +
0.08 y 18.5 + 0.63 %, a las 24 y 48 horas, respectivamente, bajo una VT 0,5, de 12 mmol/
L h, y porcentajes de 43.4 + 0.37 y 26.5 £ 0.52, a las 24 y 48 horas, respectivamente, bajo
una VT 0,,5, de 21 mmol/ L h. El porcentaje de HV en el copolimero, increment6 utilizando
una concentracién de acido valérico de 30 mM, en comparacién con la concentracion de 20
mM (figura 11a), lo que permite deducir que la concentracion del precursor influye en la

copolimerizacién.

La figura 11c, muestra para una concentracion de 40 mM de precursor que, se logro obtener
44.28 % de HV a las 24 horas, bajo una VTO0,,;, de 21 mmol/L h. Para todos los casos los
valores mas altos de hidroxivalerato, estuvieron presentes en las muestras de 24 horas. Sin
embargo, como se muestra en la figura 11, después de ese tiempo el porcentaje de HV en el
copolimero empieza a decrecer, este fendmeno puede deberse a que se agota el precursor,
aungue aun sigue habiendo sintesis de HV, la cantidad ya es menor. Esto se puede deducir
cuando se analiza la figura 11a, se observa que la caida de 3HV a las 48 horas es mayor que

la caida que ocurre utilizando una concentracion de precursor de 40 mM (figura 11c).
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En términos del porcentaje de acumulacion del HV, en el copolimero. La condicion de
VTO mas alta experimentada en este trabajo (21 mmol/L h) resultd ser la més favorable, ya
que se logrd obtener méas del 40 %. Cabe mencionar que, dicho valor no ha sido reportado
anteriormente. Torres et al (2022), reportaron un valor de hasta el 39 % de HV, bajo una
VTO de 5.8 mmol/L h y empleando una concentracion de &cido valérico de 40 mM, en

cultivos en matraces agitados.

Los resultados respecto a la concentracion del &cido valérico, concuerdan con los de Torres
et al (2022), debido a que, al incrementar la concentracion de precursor de 10 a 40 mM, el
porcentaje de HV en el P (3HB-co-3HV), también incremento de 8.2 + 0.03 a 21 £ 0.5 %

en cultivos realizados en biorreactor, bajo una VT 0,5, de 20 mmol/L h.

La tabla 10 muestra que, el porcentaje mas alto de HV en el copolimero se alcanza bajo la
condicién maés alta de VTO; sin embargo, la acumulacion del copolimero en g/L se ve
afectada. Por otro lado, la VTO que permite la acumulacion mas alta de PHBV es la de 12
mmol/L h, y también permite obtener un copolimero con un 36.78 + 1.89 % de HV. En

resumen, esta es la mejor condicion tanto para acumulacion y fraccion de 3HV.

Tabla 10. Acumulacion del copolimero PHBV y porcentaje de HV en el

copolimero bajo diferentes velocidades de transferencia de oxigeno.

VT Oy (mmolL™1h™1) PHBV (g L™') | Fraccion 3HV
(mol %)
5.8 7.85+0.1 28.37 £1.92
12 7.96+£0.3 36.78 +1.89
21 6.01+0.84 44.28 + 1.35
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Figura 11 Porcentaje de HV en el copolimero PHBYV a diferentes VTOs, utilizando concentraciones
de acido valérico de a) 20 mM, b) 30 mM y c) 40 mM.
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10. CONCLUSIONES

La concentracion de acido valérico no influye significativamente ni en el crecimiento de la

cepa OPNA de A. vinelandii ni en la acumulacion de PHAs.

A diferencia, la VT0,,4, del cultivo tiene un efecto positivo sobre el crecimiento de la

bacteria y negativo sobre la acumulacion de PHAs.

Por otro lado, la degradacién del polimero esta relacionada con el agotamiento de la fuente

de carbono, en este caso, la sacarosa.

El incremento en la VT0,,4, Y la concentracion de &cido valérico favorecen la biosintesis
de un polimero con un alto contenido de HV; sin embargo, afecta negativamente la

acumulacién de PHAs.

Una VT 0,4, de 12 mmol /L h, en combinacion con una concentracion de 30 mM de acido
valérico, favorece la sintesis de un copolimero con un alto porcentaje de HV (mas de 30 %)

en su composicion y una acumulacién cercana al 80 %, con base en el peso seco.
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11. PERSPECTIVAS

- Es recomendable realizar estudios de las propiedades mecanicas de los copolimeros
obtenidos bajo las distintas condiciones, para determinar para que aplicaciones resultarian

mas convenientes.

- Valdria la pena explorar concentraciones de acido valérico por encima de 40 mM, dado
gue una concentracion alta de precursor influye positivamente en el porcentaje de HV y no

afecta significativamente el crecimiento de A. vinelandii.
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