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1. Introduccion



1.1 Polimeros

Los polimeros (del griego: 1moAug [polys] "mucho" y pepog [meros] "parte” o
"segmento"”) son macromoléculas formadas por la union mediante enlaces
covalentes de una o mas unidades simples llamadas mondmeros. Se subdividen
en biopolimeros y polimeros sintéticos segun su origen. Cada una de estas
clases de compuestos puede subdividirse a su vez en categorias mas
especificas en relacion a su origen o caracteristicas fisico-quimicas. Por ejemplo,
los plasticos o polimeros termoplasticos son polimeros que pueden
termoformarse mientras que aquellos que no sufren ablandamiento por

temperatura son los termoestables o termorrigidos.

A partir de su origen se clasifican en petroquimicos —aquellos sintetizados a
partir de derivados del petréleo— y bioplasticos o ecoplasticos —aquellos
provenientes de fuentes de carbono renovables (1). Aquellos bioplasticos que
pueden ser degradados por microorganismos, convirtiéndolos en pequenas
moléculas que forman parte de los ciclos de la vida (agua, didxido de carbono,

metano) se denominan biodegradables.

1.1.1 Los plasticos y el desafio ambiental

Los productos plasticos tienen cualidades muy versatiles entre las que se
destacan su durabilidad y resistencia a la degradacién, por lo que tienen un uso
extendido en la manufactura de una amplia variedad de productos, los cuales
resultan imprescindibles para el estilo de vida actual (2). Estos productos son
parte esencial de todas las industrias y en muchos casos han reemplazado el
uso de vidrio y papel como materiales de empaque. El consumo anual de
polimeros basados en petroquimicos en 1950 fue de 5 millones de toneladas (3),
mientras que en 2011, ascendié a 280 millones de toneladas. Para el 2050 se

estima que aumente a alrededor de 810 millones de toneladas (4).

El creciente consumo de productos plasticos de origen petroquimico constituye
un serio problema para el ambiente por ser no biodegradables y por provenir, en
un 99%, de un recurso natural no renovable. Su uso extensivo genera desechos
que se acumulan en el ambiente a una tasa de 25 millones de toneladas al aino,
40% de las cuales son dispuestas en rellenos sanitarios (Figuras 1.1.1y 1.1.2),
mientras que cientos de miles de toneladas son arrojadas a ambientes marinos
2



(Figura 1.1.3). Este hecho ocasiona graves problemas, entre los que destacan el
requerimiento de grandes espacios para su disposicion, contaminacion visual

(Figura 1.1.3) y muerte de animales que los ingieren accidentalmente, entre otros

(3).

Por ejemplo, el espacio disponible para enterrar la basura proveniente de la
Ciudad de Buenos Aires y de los 42 municipios del Gran Buenos Aires esta cerca

de agotarse: ya se empezd a usar el ultimo el relleno sanitario de José Ledn

Suarez que la empresa la empresa de la gestidn integral de los residuos solido
urbanos, CEAMSE, tiene disponible. “El predio de CEAMSE de José Leodn
Suarez, que se abrié en 1979, ocupa 500 hectareas y estiman que su capacidad
se agotara en 2023” (5) (Figuras 1.1.1y 1.1.2).

R it o A, )
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Figura 1.1.2: Fotos satelitales que muestran el creciente tamafo del relleno sanitario
CEAMSE de José Ledn Suarez (mancha blanca) desde 1984 (a) hasta 2016 (b) (6).

Figura 1.1.3: Basura Marina: (a“) Toma de muestra de miéropléstibos, (b), (c) y (d)
plasticos que afectan a la fauna marina (7).
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La contaminacién por la acumulacion de plasticos es un problema ambiental,
politico y social del que todos somos participes. EI mayor impacto de la
contaminacion visual en nuestro pais, podemos observarlo en lugares
histéricamente iconicos del turismo nacional, como por ejemplo en la ciudad de
Bariloche, donde podemos observar montanas de bolsas plasticas, que opacan

el paisaje de las montafas naturales. (Figura 1.1.4)

Figura 1.1.4: “Desde el cerro no se ve” Fotografia capturada por Tonny Romano en el
basural de Bariloche, premiada en Rusia. Reproduccién con permiso del autor (8).

Al mismo tiempo que se acumulan en el ambiente los productos plasticos, su
materia prima, el petréleo, se encarece y agota rapidamente. Estos desafiantes
problemas asociados con los derivados del petréleo son factores motivadores
para la investigacion de polimeros que puedan obtenerse a partir de fuentes
renovables y formar parte de los ciclos de la naturaleza una vez finalizada su
vida util (4).

1.1.2 Polimeros biodegradables

Los polimeros biodegradables, son materiales susceptibles de ser atacados y
consumidos por microorganismos o enzimas. Durante este proceso, conocido
como biodegradacion, se modifican sustancialmente las propiedades fisicas y la
microestructura. Los microorganismos aerobios producen CO2 y H20 como

consecuencia de la respiracion celular. La biodegradacion de la materia organica



del suelo genera residuos de humus, un compuesto relativamente estable de

materiales organicos coloidales con alto contenido de carbono (1).

Los plasticos biodegradables han visto la luz con el fin de evitar los problemas
ambientales generados por el uso desbordado de plasticos de origen
petroquimico (9). Solo se puede encontrar un fuerte apoyo politico en ltalia y
Francia para soluciones biodegradables en el sector del embalaje. En este
sector, la demanda mundial de envases biodegradables sigue mostrando un
crecimiento de dos digitos. La demanda adicional podria provenir del problema
del problema del plastico y microplastico introducidos en el mar, conformando
una parte importante de la basura marina (Fig. 1.1.3), pero hasta ahora los

plasticos biodegradables no se han beneficiado de este debate (10).

Un ejemplo notorio sobre el reemplazo de plasticos petroquimicos por polimeros
biodegradables para la fabricacion de productos de uso cotidiano lo ofrece la
compariia Novamont (Novara, Italia). Novamont esta produciendo actualmente
35.000 toneladas al afo (t/a) de un biopolimero denominado Mater-Bi (11), cuyo
componente mayoritario es el almidén y contiene, ademas, una serie de
termoplasticos convencionales y termoplasticos biodegradables (Figura 1.1.5).
El Mater-Bi ya esta siendo utilizado por empresas como Good Year y Johnson &
Johnson, para fabricar cubiertas e hisopos de algodén biodegradables. Ademas,
se lo utiliza en la industria de empaque y embalajes (packaging) por ejemplo,
para elaborar bolsas de supermercado y material de empaque, y para
descartables, como para cuberteria de comida rapida (fast food) (12).
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Figura 1.1.5: Material comercial Mater-Bl, (a) en granulos y (b) utilizado en bolsas de
supermercado biodegradables (11).

Los polimeros biodegradables son de muchos tipos y pueden clasificarse, segun
su origen, dentro de tres categorias principales:
5



1. Polimeros naturales: como la celulosa, el almidén y las proteinas.

2. Polimeros
biotecnolégicamente con bacterias, como los polihidroxialcanoatos

sintetizados  por

(PHAS).

3. Polimeros sintéticos: los mas prometedores son los poliésteres alifaticos

como el acido polilactico (PLA), el acido poliglicolico (PGA),

microorganismos:  se

policaprolactona (PCL), o el 6xido de polietileno (PEO) entre otros.

Todos estos tipos de polimeros tienen aplicaciones econdmicas interesantes y

se han comercializado por

empresas para determinadas aplicaciones

industriales, algunos ejemplos se muestran en la Figura 1.1.6.

1.

PRODUCTO COMPANIA

Basado en productos naturales

AMIPOL® Japan Comstarch
BIOFIL® Samyang Genex Co.
GREENPOL® Yukong Ltd.
MATER-BI® Novamont
NOVON® Chisso

Warner Lanbert

Producido por microorganismos

BIOPOL® Monsanto Co.
De naturaleza sintética
BAK1095® Bayer
BAK2195% Bayer
BIONOLLE® Showa Highpolymer Co.
DEXON® Davis & Geck, Inc.
MONOQCRYL® Ethicon, Inc.
PDS® Ethicon, Inc.
PLA Cargill

Shimadzu
ELVANOL® DuPont
VICRYL® Ethicon, Inc.

CONSTITUYENTES

Almidon (100%)

Almidén, poliestireno

Almidan, policaprolactona
Almidon (60%), alcohol polivinilico
Almidon (90-35%), aditivos

Poli(hidroxibutirato), poli(hidroxivalerato)

Acido adipico, s-caprolactama, butanodiol
Acido  adipico, hexametilendiamina
butanodiol, etilenglicol

Acido adipico, acido succinico, efilenglicol
butanodiol

]

Poliglicolico
Policaprolactonalpoliglicolico
Poli(p-dioxanona)

Polilactico

Alcohol polivinilico
Polilactico/poliglicolico

Figura 1.1.6: Polimeros biodegradables comerciales (13).

Una familia de plasticos biodegradables que ha cobrado importancia econémica
en los ultimos afos son los polihidroxialcanoatos (PHAs). En comparacion con
otros polimeros biodegradables, los PHAs son mucho mas versatiles (14,15). La
primera comercializaciéon de los PHAs la realiz6 la empresa ZENECA Bio Product
(ICl) como envase, bajo el nombre comercial Biopol® (Figura 1.1.7), en 1985
(16). A pesar que el precio de produccién de los PHAs es alto (2 a 5 euros/ kg)

comparado con los de los plasticos de origen petroquimico (US $ 1/kg), la

6
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comercializacion exitosa de PHA se ha hecho evidente. Este bioplastico se
mercantiliz6 bajo varias marcas comerciales como Biomers, Mirel, Biogreens,
Biocycles, Biopor, Tianan y Metabolix (17). Segun datos aportados por el ultimo
informe publicado por el instituto aleman Nova, sobre las capacidades y
tendencias globales de los polimeros en el periodo 2016-2021, la produccién

mundial de PHAs en el 2016 se estimo en 65.600 toneladas y se prevé que

aumente a mas de 300.000 toneladas para el afio 2021 (10).

Figura 1.1.7:Envases Biopol de PHBV (a) Distintos tipos de envases y desechables
biodegradables elaborados con Biopol® (b) Progreso de la degradacién de envases y
desechables de Biopol en 45 dias (18).

La ascendente comercializacion de los PHAs se debe a la excelente combinacion
de sus atributos, la naturaleza de los PHAs que combina las propiedades de
polimeros termomoldeables, biodegradables y biocompatibles permite el disefio

de productos para diversas aplicaciones (19-23).

1.2 Polihidroxialcanoatos: Polimeros versatiles

1.2.1 Estructura general

Los polihidroxialcanoatos (PHAs), como indica su nombre, son polimeros de
acidos hidroxialcanoicos, cuya estructura quimica general se ilustra en la Figura

1.2.1, sintetizados y degradados por una amplia variedad de microorganismos.

R O

O

n

Figura 1.2.1: Estructura general de los PHAs (24).
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R es un grupo lateral n-alquilo de longitud de cadena variable, m varia entre 1y
4. n, que indica la cantidad de mondmeros constituyentes, varia entre 600 y
3500. Debido a los diferentes R, n y m, el peso molecular de los PHAs es
variable: no suele ser inferior a 2.10° Da y puede ascender hasta 3.10° Da,

dependiendo del tipo del microorganismo y de las condiciones del cultivo (14).

La polimerizacion de los acidos hidroxialcanoicos, por accion de enzimas
intracelulares, tiene lugar mediante condensacién del grupo carboxilo de un
monomero (acido hidroxialcanoico), con el grupo hidroxilo del siguiente,
formandose un enlace éster de alli que también se les conozca como

biopoliésteres (14).

1.2.2. Diferentes mondmeros constituyentes

Hasta el momento se han descubierto mas de 150 diferentes unidades
monomeéricas como constituyentes de los PHA (25-27). En la tabla 1.2.1 se
muestran algunos ejemplos de la variedad de mondmeros que se pueden
presentar en un PHA.

Tabla 1.2.1 Principales mondmeros que conforman los PHAs producidos por
microorganismos (27)

Simbolo Nombre del monémero Tamano de la cadena
(# de carbonos)

3

3HP Acido 3-hidroxi-propiénico 3 1
3HB Acido 3-hidroxi-butirico 4 1
3HV Acido 3-hidroxi-valérico 5 1
3HHx Acido 3-hidroxi-hexanoico 6 1
3HHp Acido 3-hidroxi-heptanoico 7 1
3HO Acido 3-hidroxi-octanoico 8 1
3HN Acido 3-hidroxi-nonanoico 9 1
3HD Acido 3-hidroxi-decanoico 10 1
3HUD Acido 3-hidroxi-undecanoico 1 1
3HDD Acido 3-hidroxi-dodecanoico 12 1
3HTD Acido 3-hidroxi-tetradecanoico 14 1
3HHxD Acido 3-hidroxi-hexadecanoico 16 1
4HB Acido 4-hidroxi-butirico 4 2
4HV Acido 4-hidroxi-valérico 5 2
4HHXx Acido 4-hidroxi-hexanoico 6 2
4HHp Acido 4-hidroxi-heptanoico 7 2
4HO Acido 4-hidroxi-octanoico 8 2
4HD Acido 4-hidroxi-decanoico 10 2
5HV Acido 5-hidroxi-valérico 5 3
5HHx Acido 5-hidroxi-hexanoico 6 3
6HDD Acido 6-hidroxi-dodecanoico 12 4




1.2.3 Clasificaciones de los PHAs

Dependiendo de la composicidon monomérica estos polimeros tendran diferentes
nombres y propiedades. Pueden clasificarse en homopolimeros, si estan
compuestos por un solo tipo de mondmero en cuyo caso el nombre estara dado
por el prefijo “Poli”, y luego entre paréntesis el nombre del mondémero
constituyente. Por ejemplo, el PHB o P3HB es el poli(3hidroxibutirato),
compuesto por mondmeros de acido 3hidroxibutirico. Si estan compuestos por
mas de un monomero son heteropolimeros; para nombrarlos, se notan los
nombres de los mondmeros entre paréntesis unidos por el prefijo “co”. Por
ejemplo, el copolimero es Poli(hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) se denota
P(3HB-co-3HV) o mas sintéticamente PHBV.

También se clasifican segun el numero de atomos de carbono de la cadena
monomeérica lateral (Fig. 1.2.2), en tres grupos principales: PHA. (PHAs de
cadena corta, de 3 hasta 5 atomos de carbono); PHA, ., (PHAs de cadena
media, de 6 hasta 14 atomos de carbono); PHA . (PHAs de cadena larga, de

mas de 14 atomos de carbono) (28) .

Polihidroxialcanoatos
PHAs

vy - 3

Homopolimeros Homopolimeros Homopolimeros

PHAscL PHAMCL ' PHALCL
monémeros de cadena mondmeros de cadena monomero’s de cadena
corta:3a5C media: 6 a 14 C larga: mas de 14 C

Heteropolimeros
Mixtos

Mondmeros de distintos largos
co-polimeros, ter-polimros, etc.

Y

Figura 1.2.2: Clasificaciéon de los PHAs segun su composicion monomeérica.

1.3 Propiedades de los PHAs

1.3.1 Propiedades fisico-quimicas

Desde que los PHAs se descubrieron por primera vez por Lemoigne en 1926
(29), los investigadores se han referido a ellos como compuestos de naturaleza

lipidica, y han dejado en claro que estos materiales son poliésteres insolubles en
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agua. La mayoria de los PHAs son polimeros parcialmente cristalinos y por lo
tanto sus propiedades térmicas y mecanicas usualmente se representan en
términos de la temperatura de transicidn vitrea (Tg) o de la temperatura de fusién
(Tm) (30). Estos valores se presentan en la Tabla 1.3.1 para diferentes tipos de
PHAs.

Tabla 1.3.1 Propiedades fisicas y mecanicas diferentes PHAs, dependiendo de su
composicién monomérica y su comparacion con las de los plasticos petroquimicos (31)

Polimero Temp_e'ratura Modulo de Fuerza tensil Elongacion Temp(_er_a’tura de
de fusion (°C)  Young (GPa) (MPa) (%) transicién (°C)
P(3HB) 179 3.5 40 5 4
P(3HB-co-3HV)
3 mol % 3HV 170 29 38 * *
14 mol % 3HV 150 1.5 35 * *
25 mol % 3HV 137 0.7 30 * *
P(3HB-co-4HV)
3 mol % 4HV 166 * 28 45 *
10 mol % 4HV 159 * 24 242 *
64 mol % 4HV 50 30 17 591 *
P(4HB) 53 149 104 1000 *
P(3HHx-co-3HO) 61 * 10 300 *
P(3HB-co-3HHXx) 52 * 20 850 -4
Polipropileno 170 1,7 34,5 400 45
Polietileno-teraftalato 226 2,2 56 7300 3400
Poliestireno 110 3,1 50 * 21
Nylon- 6,6 265 2,8 83 60 *

* informacioén no disponible

El P3HB, comunmente llamado PHB, es una hélice levédgira compacta,
Opticamente activa con el centro quiral de la unidad monomérica en la
configuracion R; esta estructura es muy similar al polipropileno (PP). Las
propiedades mecanicas como modulo de Young y la fuerza tensil de estos

biopolimeros también estan cercanas a las del PP (Anderson y Dawes 1990).

Los PHAs de cadena corta son tipicamente polimeros termoplasticos, que
pueden ser moldeables arriba de sus puntos de fusién. La temperatura de fusién
es relativamente alta (180 °C) y su temperatura de transicion vitrea esta entre —
5y 20 °C. Este tipo de PHA comunmente exhibe un grado de cristalinidad de 60
a 80 %, el cual disminuye a 30 y 40 % a medida que el contenido de 3HV se
incrementa (puede llegar a 30 mol %). La incorporacién de 3HV en el polimero

también provoca que tanto la Tm como la Tgdisminuyan significativamente, por lo
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que los copolimeros de cadena corta son materiales mas versatiles que el

homopolimero (30).

En cuanto a los PHAs de cadena media, son altamente amorfos con una Tgde
entre 62y -26 °C y Tmde 42 a 58 °C, por lo cual se clasifican como elastomeros

(con respuesta mecanica elastica similar a la de la goma natural).

En comparacion con otros biopolimeros, los PHAs tienen una diversidad mucho
mayor de monomeros, con mas de 150 variaciones estructurales reportadas
(32), con diferentes tipos de combinaciones, dandole a los PHAs propiedades
termomecanicas que van desde la rigidez del PP hasta la elasticidad de la goma
natural (33). Ademas, en los PHAs se pueden introducir grupos funcionales (34),
que convierten a los PHAs en materiales con propiedades controlables (en la
jerga, tuneables), a la medida de la aplicacién deseada y con un sinfin de
alternativas biodegradables para diversos polimeros de origen petroquimico
(21).

1.3.2 Biodegradabilidad por microorganismos

La biodegradacion se define como la fragmentacion o descomposicion de
materiales por la accién de bacterias, hongos u otros medios bioldgicos, ya sea
aerobica o anaerdbicamente, hasta convertirse en pequefias moléculas que
formen parte de ciclos de la naturaleza (H20, CO2, CHa4) y biomasa. En resumen,
los polimeros biodegradables son polimeros que se degradan en entornos
biolégicos mediante hidrdlisis enzimatica y no enzimatica y no mediante
oxidacion térmica, fotdlisis o radiolisis (35,36). La capacidad del PHA de
degradarse naturalmente en suelo, compost, agua salada y dulce, lo ha
convertido en un material prometedor e interesante para muchas aplicaciones.
La degradacién de PHA generalmente es llevada a cabo por microorganismos
que producen depolimerasas de PHA intracelulares o extracelulares, segun su
organizacion moleculary la especificidad del sustrato (37). La PHA-depolimerasa
es una enzima compuesta por un dominio catalitico y un dominio de union al
sustrato. Ambos dominios estan conectados por un dominio enlazador. El
dominio de union del sustrato de la enzima se une al material cristalino de PHA.

Posteriormente, el dominio catalitico comienza a romper la cadena de polimeros
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(38) De esta forma microorganismos como hongos o bacterias pueden hidrolizar

el PHA sélido transformandolo en oligdmeros y mondmeros solubles en agua. .

Ademas de la actividad de la depolimerasa, la tasa de biodegradacion también
esta afectada significativamente por varios factores ambientales como la
temperatura, la poblacién microbiana, el suministro de nutrientes, el pH, el nivel
de humedad, asi como las condiciones de los materiales PHA, incluida la

superficie de la PHA, su composicion y su cristalinidad (36,39).

1.3.3 Biodegradabilidad y biocompatibilidad

La biocompatibilidad es la caracteristica de un material para no ejercer ningun
efecto adverso sobre los organismos vivos, ya sea en el lugar de uso, como en
ningun otro 6rgano o funcién del cuerpo. Es la condicion previa para la
elegibilidad de un objeto para ser implantado en el organismo de los seres

humanos o los animales (40).

En general, los PHA son biocompatibles con el tejido humano y reabsorbidos a
una velocidad que depende de su composicion quimica, la porosidad de la
superficie, la forma, el tejido en el que se incorpora, entre otros factores (20).
Cuando este material se implanta en el cuerpo se hidroliza en metabolitos
compatibles, lo que los hace atractivos para diversas aplicaciones médicas.
Dependiendo de los requisitos del uso final, los PHAs pueden mezclarse con
otros materiales poliméricos, enzimas o materiales inorganicos para ajustar aun
mas las propiedades mecanicas, la cinética de degradacion y la
biocompatibilidad (41).

Varios PHAs, incluyendo el PHB, el PHBV, el PAHB y el copolimero de 3-
hidroxibutirato, 3-hidroxanoato (PHBHHX), y poli 3-hidroxihexanoato PHO han
sido investigados y demostrado que son biodegradables y biocompatibles (41).

Por otro lado, la biocompatibilidad de los materiales incluye no ejercer efectos
carcinogénicos. En este sentido, Peng et al., investigaron el impacto del
crecimiento y desarrollo rapido de células carcinogénicas en las matrices de
PHA. Se encontr6 que los osteoblastos proliferantes de ratas cultivados en
diferentes PHA: PHB, PHBV, P(3HB-co-4HB), P(3HB-co-3HHHx) asi como

P(3HB-co-3HV-co-3HHx) no causaron induccion de cancer. Este estudio mostro
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que tales PHAs podrian ser explotados para apoyar el crecimiento celular sin

signos de vulnerabilidad a la formacion de tumores (42).

La sinergia entre la alta biocompatibilidad de estos materiales microbianos, la
extraordinaria adaptabilidad de sus propiedades mecanicas, y el conocimiento
emergente de nuevas técnicas para procesar el PHA en dispositivos hechos a
medida, hace muy probable que estos biopolimeros multifacéticos puedan llegar
a ser ampliamente aceptados e implementados para tratar diversas
enfermedades y lesiones en un futuro no muy lejano. Sin embargo, aun queda
mucho trabajo de I+D por hacer para disenar y evaluar la formulacion 6ptima
basada en PHA para aplicaciones definidas en este campo en constante
crecimiento (20). Todo esto impulsa las investigaciones en este tema. En primer
lugar, es necesario dedicar esfuerzos adicionales para que la produccién de PHA
sea econdmicamente mas atractiva; esto incluye la seleccion de sustratos de
fermentacion baratos y la optimizacion de los regimenes de cultivo con el fin de

aumentar la productividad.

1.4 Aplicaciones industriales de los PHAs

Ciertos tipos de PHAs tienen aplicaciones de "alto volumen, bajo precio" como
por ejemplo la produccion de envases, embalajes y desechables biodegradables,
mientas que otras aplicaciones especificas de "bajo volumen, alto precio" como,
por ejemplo, en campos medicos o farmacéuticos (43). Las aplicaciones de los
PHAs, ilustradas en la Fig. 1.4.1, incluyen las industrias de envases, embalajes
y descartables, medicina, farmacia, agricultura y textil, o como materias primas
para la sintesis de nuevos biocombustibles y también se ha abierto la puerta
como materiales inteligentes, entre otras (21,31).
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Envases, embalajes
y descartables

Industrias textil
y agricola

Impresion
3D

Biomedicina y
farmacéutica

Materiales
inteligentes

Figura 1.4.1: Aplicaciones de los PHAs: en envases, embalajes y descartables, en
Industrias textil y agricola, como nuevos biocombustibles y materiales inteligentes, en
biomédica y farmacéutica y en impresion tridimensional.

1.4.1 PHAs en envases y embalajes

Desde su descubrimiento (29), los PHAs se han hecho famosos durante muchos
afios como bioplasticos amigables con el medio ambiente y su demanda se esta
expandiendo rapidamente como posible sustituto de los polimeros de origen

petroquimico

Las propiedades de los PHAs son a menudo muy similares a las de los plasticos
tradicionales a base de petréleo, como ya se ha mencionado, y poseen otras
excelentes propiedades como la hidrofobia, las propiedades de barrera al gas y
la no toxicidad, lo que los hace mas atractivos que los plasticos tradicionales
cuando se utilizan para el envasado y los bienes de consumo desechables (21),
especialmente para el envasado de alimentos y los consumibles (32). También
es posible usarlos en la forma de latex acuoso para cubierta de materiales
fibrosos como papel o cartén. Debido a su resistencia al agua, ésta cubierta

protege al papel o carton contra el deterioro causado por la humedad. (31).

En el caso del PHB, que es un termoplastico con propiedades similares al

polipropileno, se usa principalmente para técnicas de moldeado. En cambio, el

14



PHBV tiene aplicaciones como material de empaque. La aplicacion mas
conocida de estos biopolimeros de cadena corta es para la fabricacién de
botellas desechables para champu, contenedores para productos alimenticios,
bolsas y otros productos desechables como panales, servilletas, rastrillos, vasos
y cubiertos (30).

1.4.2 PHAs en las industrias agricola y textil

Los PHAs también se desarrollan como peliculas agricolas, fibras e incluso
textiles de alta calidad, como los que ha fabricado Ningbo Tianan Biologic
Material en China (23). En cuanto a las aplicaciones de los PHA en la agricultura,
estas consisten en macetas biodegradables, tubos de irrigacion y matrices para
la liberacion controlada de factores de crecimiento, pesticidas y herbicidas. Una
ventaja en este campo de aplicaciéon es que no se requiere un grado de puri-
ficacion del polimero muy alto, lo cual puede facilitar el proceso de extraccion y

hacerlo mas econdmico (31).

1.4.3 Los PHAs como nueva fuente de biocombustibles

PHAs como PHB y PHAwmcL pueden convertirse en 3-hidroxibutirato de metilo
(3HBME) y 3-hidroxialcanoato de metilo (3HAME), por la esterificacion metilica
de sus mondémeros. 3HBME y 3HAME tienen una capacidad energética de 20 y
30 kJ/g, respectivamente, valores que resultan comparables con los 27 kJ/g del
etanol. Cuando se complementa al etanol con un 10% de 3HBME o 3HAME, el
calor de combustion del etanol aumenta a 30 y 35 kJ/g, respectivamente (44).
Por lo tanto, se pueden utilizar ésteres metilicos de PHA directamente como

biocombustibles o mezclados con otros combustibles (21).

1.4.4 PHAs en las industrias biomédica y farmacéutica

Diversos PHAs han sido empleados para disenar implantes in vivo como suturas
y valvulas para la reparacion directa de tejidos, asi como en dispositivos de
regeneracion de nervios, como sustitutos de injertos éseos, asi como parches
cardiovasculares, etc. Ademas, han surgido como candidatos atractivos para ser
utilizados desarrollar sistemas de administracion de farmacos y hormonas. En
este sentido, macroparticulas y nano particulas de PHAs funcionan como

vehiculo de otras moléculas para ser administrados en un lugar especifico de
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forma controlable y, por lo tanto, ampliar la ventana terapéutica con menos

efectos secundarios (24).

Los monémeros de PHA y sus ésteres metilicos también prometen ser usados
directamente como drogas, ya sea como medicamentos o intermediarios
quimicos para la enfermedad de Alzheimer, la osteoporosis, la enfermedad de

Parkinson e incluso para mejorar la memoria (21).

Sin embargo, aun quedan por resolver cuestiones relacionadas con la pureza,
las propiedades mecanicas, la biodegradabilidad, dependiendo de las

aplicaciones (19).

1.4.5 Los PHAs como material de impresion tridimensional

La tecnologia de impresion tridimensional (3D) ha aumentado rapidamente en
las ultimas décadas, y muchos productos que van desde consumibles,
dispositivos, moldes e ilustraciones han sido impresos mediante técnicas de
impresion capa sobre capa. Aplicaciones de la impresion 3D en la ingenieria de
tejidos, también llamada bioimpresion, ha generado muchos implantes
biomédicos como hueso, tejido, vasos sanguineos, etc. (45). Los PHAs también
tienen potencial para ser utilizados en la impresion 3D, ya que pueden tolerar
temperaturas mas altas en comparacion con el PLA (46), y debido a la no
toxicidad y la biocompatibilidad, pueden utilizarse para dispositivos o implantes
que tienen contacto cercano con la piel. ColorFabb, una famosa compania que
se centra en el desarrollo de material de impresidén tridimensional, ha
desarrollado materiales de mezcla de PHA con aditivos, para generar varios
filamentos y particulas de impresion tridimensionales (47). Las aplicaciones en

la impresién 3D abren un nuevo campo para los PHAs.

1.4.6 PHAs como posibles materiales inteligentes

Los PHAs también tienen un gran potencial para ser desarrolladas como un
material inteligente que puede responder a estimulos externos como la
temperatura, el pH, la luz, etc., para cambiar sus propiedades estructurales y
funcionales (48). Debido a la diversidad de sus estructuras, funcionalizar PHAs
con grupos con enlaces dobles o triples, grupos epoxi, carbonilo, ciano, fenilo o
halégenos, permite modificaciones quimicas tales como injertar en las cadenas

laterales moléculas pequefias 0 macromoléculas capaces de responder a
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estimulos externos (49). El control de la microestructura del polimero conocido
como “Smart PHA” o "PHAs inteligentes" se prevé lograr en un futuro cercano
(21).

1.5 Sintesis y acumulacion de PHAs en granulos
intracitoplasmaticos

1.5.1 Vias biosintéticas
Los PHAs son sintetizados por microrganismos en condiciones de exceso de
carbono y limitacion de algun nutriente (N, S, P, O); actian como reservas de

carbono y energia. En total, se han reportado 14 vias para la biosintesis de PHA
(49) (Fig. 1.5.1).
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Figura 1.5.1: 14 vias han sido reportadas para la biosintesis de PHA (21). Las vias I, Il
y Il son vias comunes para la sintesis intracelular de PHA. También existen otras vias
poco comunes, asi como vias de ingenieria de sustratos relacionados o intermediarios
metabdlicos (vias V a XIV).

Las vias naturales de sintesis de PHA incluyen las siguientes tres: la via |,
comunmente encontrada en Ralstonia eutropha, parte del azucar, que se
convierte en acetil-coenzima A (CoA), acetoacetil-CoA, y luego 3-hidroxibutiril-
CoA, que entra en el proceso de polimerizacion para formar polihidroxibutirato
17



(PHB) (50). La via Il se encuentra generalmente en Pseudomonas putida y
Aeromonas hydrophila; comienza con acidos grasos como sustrato para entrar
en el ciclo de b-oxidacion, lo que conduce a la formacion de mondémeros de R-3-
hidroxiacyl-CoA, principalmente para la sintesis de PHAwmcL (51); y la via lll,
también presente en Pseudomonas spp., dirige el acetilo-CoA a malonil-CoA,
que entra en una nueva via sintética de acidos grasos, para formar 3-ketoacil-
(proteina portadora de acilo) (3-cetoacil-ACP) para la sintesis de mondmeros de
R-3-hidroxiacyl-CoA. Mientras tanto, hay otros caminos poco comunes, asi como
caminos de ingenieria para sustratos o intermediarios metabdlicos relacionados
que conducen a PHAs (vias V a XIV) (21).

1.5.2 Enzimas involucradas

Muchas enzimas estan implicadas en la sintesis y el metabolismo de PHA. Las
enzimas b-Ketotiolasa (PhaA), acetoacetil-CoA reductasa (PhaB), (R)-enoyl-CoA
hidratasa (Phad), y 3-hidroxiacyl-ACP-CoA transferasa (PhaG) estan
principalmente implicadas en la formacidén de precursores de sintesis de PHA.
Los granulos de PHA son una mezcla de poliésteres amorfos intracelulares de
PHA rodeados de varias proteinas asociadas a PHA, incluyendo la PHA sintasa
(PhaC) que cataliza la polimerizacién de hidroxiacil-CoA a PHA, la PHA
depolimerasa (PhaZ) responsable de la degradacion y movilizacién de PHA, la
proteina de fase (PhaP) y el represor (PhaR) responsable de la regulacién de la
biosintesis de PHA (52,53). Sin embargo, se siguen encontrando mas proteinas
asociadas a la superficie de los granulos de PHA para mediar la sintesis y
utilizacion de PHA (21) (Fig. 1.5.2).

PhaC PhaR

4 _l' —
: » v l S \/
Lipid layer /
\ Other unknown proteins
Figura 1.5.2: Granulos de PHA. Se encuentran rodeados de varias proteinas asociadas

a la sintesis y utilizacion de esas macromoléculas (21).
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El PhaC es el elemento mas importante ya que determina la composicion del
PHA. En general, los tipos de PHAs que se forman en las bacterias dependen
no solo del suministro de mondmeros, sino también de la especificidad de las
PHA-sintasas (PhaC); la baja especificidad de las PhaC permite formacion de

diversas estructuras de PHA (54).

1.5.3 Modelos de formacion de granulos

Existen dos modelos para la formacion de granulos de PHA, ambos aplicables a
PHAscL o PHAwmcL (Fig.1.5.3). El primero es el "modelo en ciernes" (Fig. 1.5.3
(a)). En la actualidad se lo prefiere porque explica mejor la monocapa de
fosfolipidos observada y esta sustentado por contundentes datos
experimentales. En este escenario, los granulos nacientes se localizan
adyacentes o incluso ligados a la cara interna de la membrana citoplasmatica.
Su crecimiento determina que la membrana se curve a su alrededor, hasta que
se vuelven lo suficientemente grandes como para "desprenderse" llevando
consigo parte de la membrana. El segundo modelo (Fig. 1.5.3 b) se conoce como
el "modelo micelar"; propone que las propiedades naturalmente anfifilicas del
complejo de polimero-sintasa causan agregacién de cadenas del polimero en
crecimiento. Estas agregaciones crecen con la polimerizacién continua y

comienzan a tomar la forma de una micela esférica/nanoparticula.

al Periplasm
Granule-associated proteins

Bl PHAsynthase

= A Phasin
) Cytoplasm * : a PHA depolymerase
n 4 FuRr
PHA synthase is associated PR UL \

—

with membrane begins
Growing granule buds
from membrane and other
proteins attach
(b) %u
. ’ .' ~I ﬂ / Mature granule
4 T e e ;
PHA production creates Molecules adopt L 'i
amphiphilic enzyme-polymer energetically-favourable

complexes micelle structure Granule grows and othes

proteins and
phospholipids attach

Figura 1.5.3: Mecanismos propuestos para la produccion de granulos de PHA (55). (a)
El modelo en ciernes, en el cual la sintesis temprana de PHA esta asociada con el lado
citoplasmatico de la membrana. (b) El modelo micelar, en el que la PHA sintasa se
dispersa inicialmente dentro del citoplasma.
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El polimero hidrofébico esta protegido del citoplasma por los dominios externos
hidrofilos de las moléculas de sintasa. Los granulos nacientes se recubren luego
con los granulos adicionales proteinas y fosfolipidos, y asumen su funcion final.
Este modelo no explica cémo los fosfolipidos se adhieren al granulo, ya que los

granulos no necesariamente se acercan a la membrana (55,56).

1.6 Produccion biotecnologica de PHAs

1.6.1 Produccion industrial

Una nueva ola de desarrollo de las PHAs se ha iniciado desde la década de
1980, y muchas empresas se han abocado a la investigacion y el desarrollo de
PHA a gran escala. (21). Por otro lado, cada vez mas aplicaciones de los PHAs
estan bajo estudio intensivo, y en todo el mundo se han establecido mas de 20
empresas para comercializar esta familia de materiales (57) (Tabla 1.6.1). Sélo
el homopolimero PHB y los copolimeros PHBV, P3HB4HB, y PHBHHx se

destacan en el mercado mundial.

Tabla 1.6.1: Principales compafiias productoras de PHA a gran escala (21,58)

Compaiiia Pais Periodo Tipo de PHA Produccion (t/a)  Aplicaciones

ICI Inglaterra 1980s-1990s PHBV 300 Material de empaque

Chemical Linz Austria 1980s PHB 20-100 Material de empaque,
liberacion de farmacos

BTF Austria 1980s PHB 20-100 Material de empaque,
liberacion de farmacos

Biomers Alemania 1990s-hoy PHB * Material de empaque,
liberacion de farmacos

BASF Alemania 1980s-2005 PHB, PHBV Piloto Mezcla con Ecoflex

Bio-on Italia 2008-hoy PHA 10 000 Materia prima

Metabolix EUA 1980s-hoy Varios * Material de empaque

Tepha EUA 2005-hoy Varios * Implantes biomédicos

ADM EUA 2005-hoy Varios 50 000 Materia prima

P&G EUA 1980s-2005 Varios Variable Material de empaque

Monsanto EUA 1990s PHB, PHBV * Materia prima

MHG EUA 2007-hoy Varios 10 000 Materia prima

Biocycles Brasil 1990s-hoy PHB 100 Materia prima

Kaneka Japon 1990s-hoy Varios * Material de empaque

Mitsubishi Japon 1990s PHB 10 Material de empaque

Zhejian Tian An China 1990s-hoy P3HBV 2 000 Materia prima

Jiangmen Biotech China 1990s PHBcoHHx * Materia prima

Yikeman China 2008-hoy PHA 3000 Materia prima

Tianjin Northern China 1990s PHB Piloto Materia prima

Shantou Lianyi China 1990s-2005 Varios Piloto Materia prima, uso

Biotech biomédico

Jiangsu Nantian China 1990s-hoy PHB Piloto Materia prima

Shenzeng O’Biomer  China 2004-hoy Varios * *

Tianjing Green China 2004-hoy P3HBco4HB 10 000 Materia prima, material de

Bioscience empaque

Shijiazhuang China 2005-hoy Bajo * Bajo investigacion

Pharmaceutical investigacion

Shangdong Lukang China 2005-hoy Varios Piloto Materia prima, uso
biomédico

*Informacioén no disponible
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1.6.2 Microorganismos utilizados para la produccion de PHAs

Los PHAs son producidos por mas de 300 especies, principalmente de bacterias,
incluidas diversas variedades de bacterias Gram-positivas y Gram-negativas.
Entre las especies bacterianas que se usan para acumular grandes cantidades
de PHAs se encuentran cepas silvestres y recombinantes de Ralstonia eutropha,
Azotobacter sp., Bacillus sp., Pseudomonas sp, Burkholderia sp., Halomonas
sp., Haloferax sp., Aeromonas sp., Methylobacterium sp., Thermus thermophilus,
Hydrogenophaga pseudoflava, Saccharophagus degradans, Comamonas sp., A.
latus también conocido como Azohydromonas lata, Rhodobacter sphaeroides,
Zobellella denitrificans, Lodo activado, Cyanobacteria, Chromobacterium,

Erwinia sp., recombinant E. coli. (59).

1.6.3 Estrategias fermentativas

La produccion biotecnolégica de PHAs consiste en cultivar mediante una
fermentacion eficiente los microorganismos que sintetizan y almacenan
intracelularmente estos polimeros. Una fermentacion es la conversion
microbiolégica de fuentes de carbono para obtener biomasa y productos de
interés industrial. La biomasa es la concentracion de microorganismos
expresada en gramos de células secas por litro de cultivo (g/l). La cantidad de
biomasa obtenida, la cantidad de PHA producida —expresada en gramos de
polimero por litro de cultivo (g/l)—, el porcentaje de polimero acumulado
intracelularmente y la productividad, como la concentracién de polimero por hora
de fermentacion, asi como, las proporciones de los mondmeros constituyentes
dependeran del microorganismo utilizado, del tipo de sustratos con que se
alimente al cultivo bacteriano, como asi también de las estrategias de

fermentacién que se realicen.

De este modo, la optimizacion del medio de fermentacion se incluye en el analisis
estratégico de la viabilidad de este proceso biotecnoldgico. Dicha optimizacién
puede llevarse a cabo ya sea cambiando una variable a la vez o variando varios
factores al mismo tiempo y examinando sus efectos e interacciones mediante
analisis estadisticos. El disefio estadistico de experimentos es un enfoque
organizado que proporciona informacion mas fiable que los enfoques “de una

variable a la vez” para mejorar procesos fermentativos con mayor eficiencia
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(60,61). El analisis estadistico de los datos permite visualizar, mediante la
metodologia de superficie de respuesta (RSM), las interacciones entre las
variables experimentales, lo que conduce a la prediccion de datos en areas que
no estan directamente cubiertas por la experimentacion (62,63). Los disefios de
experimentos de optimizacion de produccion de PHAs se realizan generalmente
en escala de Erlenmeyer y con muchos experimentos simultaneos (2,64). Luego
se pasa a escala de fermentador de laboratorio, en la que se debe tener en
cuenta la estrategia fermentativa a usar: el cultivo por lotes o “batch” en donde
se agregan todos los nutrientes al inicio; el cultivo por lote alimentado o
“fedbatch”, en el que se agrega nutriente durante la fermentaciéon o el cultivo
continuo, en el que se agrega nutriente, y se recoge cultivo a una tasa de dilucion
fija.

Sea cual fuere el microorganismo o la estrategia fermentativa, la produccion de

PHAs debe ser sostenible para que resulte de interés productivo.

1.6.4 Produccioén sostenible de PHASs

La produccion sostenible de PHAs a mayor escala debe tener en cuenta los
"cuatro aspectos fundamentales": econémico, ético, ambiental y de ingenieria.
Ademas, la sostenibilidad de la produccion de PHA puede cuantificarse mediante
herramientas modernas de evaluaciéon del ciclo de vida. Las cuestiones
econdmicas se ven afectadas en gran medida por el modo de produccion
aplicado, el procesamiento de aguas residuales y, sobre todo, por la seleccidon
de materias primas ricas en carbono para la produccion de PHA por
microorganismos de tipo silvestre inocuos y naturales. A fin de cumplir con los
principios éticos, deben utilizarse materias primas que no interfieran con la
nutricion humana ni con las cadenas de suministro de alimentos para animales,
y que puedan convertirse en materias primas de carbono accesibles mediante

métodos sencillos de elaboracion previa (65).

En el capitulo siguiente se justificara la seleccion de la cepa utilizada en este
trabajo de investigacion, mediante una amplia revision bibliografica, en donde se
identificaron diferentes estrategias fermentativas, produccion de varios tipos de
PHAs a partir de diversas fuentes de carbono, incluidos materiales de desecho

ricos en carbono de varias ramas industriales.
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La produccion de los PHAs de origen bacteriano exige una serie de etapas.
En primera instancia se necesita un microorganismo productor de estos
biopolimeros, aislado del medio ambiente o seleccionado de los bancos
internacionales. En segundo lugar, se busca maximizar la produccion de
polimero mediante la optimizacion del medio de cultivo y el control de las
variables fisico-quimicas del proceso; esto suele realizarse en pequefos
volumenes — Erlenmeyers de 500 ml—. Posteriormente se realiza un escalado
a biorreactor en escala de laboratorio en sistema batch, fedbatch y/o continuo.
Finalmente, si la produccion lo amerita, escalado a biorreactor de planta piloto y

escala industrial (Figura 2.1).
productora de PHAs
crecimiento bacteriano.

Una variable
alavez

Batch

Biorreactor Biorreactor Biorreactor
escala de Fedbatch escala planta escala
laboratorio piloto industrial

Erlenmeyers

Disefio de
experimentos

Optimizacion

Continuo

iy

Figura 2.1: Diagrama de flujo del escalado de la producciéon de PHA bacteriano

La primera seccion de este capitulo presenta los antecedentes de
Cupriavidus necator como microorganismo modelo en la produccion de PHAs, la
larga historia de su nombre y sus caracteristicas morfoldgicas y fisiologicas. El
conocimiento de los parametros de crecimiento de la bacteria utilizada para la
produccion de biopolimero ayudara en la optimizacién y escalado; la seccion 2.2
aborda los parametros de crecimiento de C. necator. La seccion 2.3 resume los
antecedentes de optimizacion en la produccion de PHAs con C. necator, primero,
mediante disefio de experimentos, luego, se presenta una seccion que detalla
los principales resultados publicados sobre la produccion de PHAs por C. necator
con diferentes fuentes carbonadas en biorreactor de laboratorio modo batch,
fedbatch y continuo. Finalmente, en la seccion 2.4 se presentan los objetivos de

este trabajo de tesis que surgen para investigar en escala de laboratorio.



2.1 Caracteristicas de Cupriavidus necator

2.1.1 Nomenclatura de C. necator

A mediados del siglo XX, Wittenberger y Repaske, clasificaron taxonémicamente
a esta bacteria productora de PHA como Hydrogenomonas eutropha por su
habilidad de metabolizar hidrogeno para obtener energia y fijar CO2 (3). Sin
embargo, una década mas tarde, debido a que el grupo Hidrogenomonas era
poco consistente, esta bacteria, fue re-nombrada como Alcaligenes eutrophus
por el tipo de flagelos que poseia (4). A fines del siglo XX, se definié un nuevo
género: Ralstonia, y A. eutrophus fue renombrado como Ralstonia eutropha en
base a nuevos estudios filogenéticos y bioquimicos (5). A principios del siglo XXI,
en base a nuevas evidencias encontraron dos linajes dentro de las especies de
Ralstonia. El linaje R. eutropha dio origen a un nuevo género denominado

Wautersia, llamandola Wautersia eutropha (6).

Por otro lado, Makkar y Casida, en el ano 1987, clasificaron una bacteria como
Cupriavidus necator (7). Vaandamme y sus colaboradores, compararon los
genomas de la recién definida Wautersia eutropha y Cupriavidus necator y
encontraron que eran la misma bacteria (8). Dada la problematica de encontrar
una bacteria con dos nombres, se recurrié a la regla de prioridad del Cdodigo
Internacional de Nomenclatura de Bacterias. En conclusion, debido a que
Cupriavidus necator, habia sido descripta en 1987, prevalece sobre Wautersia
eutropha, nomenclatura dada en 2004, aunque es posible encontrar las

diferentes nomenclaturas de esta misma bacteria en trabajos posteriores (9-12).

Para la acumulacién de PHAs las cepas de C. necator nativas mas estudiadas
son ATCC 17697 y 17699. Esta seccion presenta la revision bibliografica del

proceso productivo con estas cepas.
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2.1.2 Caracteristicas morfologicas y fisiologicas del género
Cupriavidus

El género Cupriavidus pertenece al filo de las proteobacterias. Este filo incluye
al mayor numero de bacterias Gram negativas, y la mayoria son conocidas por
su importancia médica, agricola o industrial (13). Se han encontrado tanto en el

suelo como en los aislados clinicos.

Estos organismos se caracterizan por ser varillas cocoides de tamafio 0,7-0,9 x

0,9-1,3 umy por ser moviles debido a que poseen dos a diez flagelos periciclicos.
Su metabolismo es quimio-organotréficos o quimio-litotréficos; no requieren
fuente de nitrogeno organico ni utilizan glucosa. Tienen metabolismo
estrictamente respiratorio con el oxigeno como aceptor terminal de electrones.
Su temperatura 6ptima de crecimiento es 27 ° C y el pH 6ptimo es 7,0-8,0; el
NaCl al 3% inhibe el crecimiento. Las colonias en agar nutriente después de 2
dias a 27 ° C son blancas, brillantes, mucosas, lisas y convexas, con un borde
entero; 2 - 4 mm de diametro (14).

2.1.3 Organismo modelo como productor de PHAs

Cupriavidus necator es capaz de acumular en su interior entre 8 y 13 granulos
de PHAs, con un diametro de 0,2 a 0,5 um. Estos granulos son inclusiones
hidrofdbicas en estado amorfo, dentro del citoplasma celular, que contienen

entre un 5 -10 % de agua (10).

Este organismo modelo tiene una gran capacidad para acumular PHAs de una
manera heterotréfica o autotrofica, es decir, utilizando un sustrato organico o CO2
como fuente de carbono, respectivamente (15). C. necator es capaz de producir
PHB hasta un 80 % del peso de células secas, de una manera no asociada al
crecimiento, cuando utiliza CO2 como fuente de carbono (16). Es el mas
estudiado como productor de PHAs a partir de sustratos organicos, debido al alto
rendimiento de polimero (arriba del 80-90 %), utilizando diferentes tipos de
sustratos. Es capaz de acumular grandes cantidades de polimero a partir de un
medio de cultivo simple de sales minerales (17) y a partir de residuos industriales
y agroindustriales; este proceso de produccion posee la doble finalidad de, por
un lado, disminuir los residuos a través de tecnologias amigables con el medio

ambiente y, por otro, abaratar los costos de produccion, como ha sido
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demostrado por muchos estudios (18-24). Ademas, la mayoria de las
producciones de PHA bacteriano a escala industrial se realizan usando la cepa
C. necator, hasta ahora la de mejor costo-efectivo para la produccion de PHBV
(25).

Dentro de los PHAs sintetizados por C. necator, el componente predominante de
la cadena polimérica es el HB. Otro mondémero, el HV, puede presentarse en
diferentes proporciones y superar el 50 % en moles constitutivos del PHA
producido, a parir de determinados nutrientes en diferentes concentraciones
(10,12,24,26-37). Monomeros con cadena carbonada mas larga, tales como
HHx, HHp y HO, pueden encontrarse en proporciones que van del 1% y hasta el
13 % (12). Por lo general, los PHAsuL y PHAcwmL se sintetizan utilizando medios
de cultivo complejos que contienen el sustrato principal de carbono y sales de
acidos hidrocarbonados con cadenas de carbono de varias longitudes (6 a 9
atomos y mas) como co-sustratos. La sintesis de los PHAs de mondmeros

especificos, requiere condiciones especificas de nutricion de carbono.

La producciéon de PHB a partir de C. necator alimentada con sustratos organicos
ha sido estudiada profusamente y en los ultimos afios se ha incrementado la
cantidad de publicaciones sobre la produccién de PHBV (20,30,32,34,36,38—48).
Dependiendo del precursor que tenga disponible, la bacteria puede afnadir

diferentes monomeros al PHA que sintetice (2).

2.2 Parametros del crecimiento de C. necator

2.2.1 Estequiometria de produccion

La cepa nativa crece en fructosa como fuente de carbono. Barbosa y
colaboradores, propusieron la siguiente estequiometria de produccién de

biomasa a partir de fructosa (49):

CsH1206 + 2,81402+ 0,75NH3 - 3CH200,5No.25 + 4,14H2 O + 3CO2 (2.2.1)

2.2.2 Rendimientos de produccion de biomasa y PHA

La biomasa inicial, Xo, es la cantidad de biomasa agregada en un fermentador.
A partir de los nutrientes y bajo condiciones favorables para el microorganismo,

la biomasa se reproduce dentro del fermentador y al cabo de un tiempo se
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genera una cantidad de biomasa AX, que viene dado por la diferencia de la

biomasa en un determinado tiempo X, menos la biomasa inicial.

AX =X - X, (2.2.2)
El PHB o producto (P) sintetizado por C. necator se calcula mediante

AP = P - P, (2.2.3)

donde, Po el PBH contenido en la biomasa inoculada en el fermentador y P el

PHB almacenado en las células a un determinado tiempo t.

La relacion entre el producto almacenado y la biomasa producida es el

rendimiento de producto en funcién de la biomasa:

AP
Este parametro es equivalente a porcentaje de producto almacenado en la
biomasa, al multiplicarlo por un factor de 100, y se expresa como % del producto
almacenado, por ejemplo: % PHA.

La productividad volumétrica de PHB (PrxB) viene dada por la relacién entre la
cantidad de PHB (P) producida en g/l y el tiempo de fermentacion, esto es,

P
t

(2.2.5)

Ppyp =
Las unidades de Pexs son, por tanto, g/(l.h).

Para C. necator , al ser un organismo que almacena intracelularmente
PHB, la biomasa (X) estda compuesta por: i) el componente activo
cataliticamente, denominado biomasa residual que consiste en proteinas y
acidos nucleicos, y ii) el producto PHB, que es un componente inerte (50). Por lo
tanto, la biomasa residual (R) se define como la diferencia entre la biomasa total

(X) y el PHB almacenado intracelularmente como producto (P).
R=X-P (2.2.6)

Las concentraciones de productos biolégicos (X, Ry P) y de sustratos (C y N) se

miden en gramos por litro de cultivo (g/l).
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La capacidad de un microorganismo de aprovechar el sustrato (S) para
reproducirse o para almacenar PHB, puede medirse en rendimientos
experimentales. Estos rendimientos dan una medida de la eficacia de conversion
del sustrato en biomasa y productos. Se calculan a partir de la cantidad de
biomasa o PHB producida en funcioén de la concentracion de la fuente carbonada

total consumida (AC) segun las ecuaciones 6 y 7, respectivamente:

AX

YX/S= AC (227)
AP

2.2.3 Cinética de crecimiento

La velocidad con la que se reproduce un microorganismo viene dada por la

siguiente ecuacion:

dX
i uX (2.2.9)
siendo y, la velocidad especifica de crecimiento medida en h-'. p varia durante
el cultivo bacteriano que presenta 4 fases bien definidas: una fase Lag o de
adaptacion al medio de cultivo, una fase de crecimiento exponencial donde
toma un valor constante y maximo (um), una fase estacionaria con un valor de p

nulo y una fase de muerte, donde y decrece.
En la fase exponencial, el crecimiento viene dado por:
X =X etmt (2.2.10)

Por tanto, en esta segunda fase la concentracion de biomasa aumenta

exponencialmente.

Varios trabajos de investigacion sobre la velocidad de crecimiento de C. necator
demuestran que la velocidad especifica maxima depende del tipo y
concentracion de los sustratos (50-52). Mozumder y colaboradores demostraron
que la tasa de crecimiento especifica de C. necator disminuye significativamente
para concentraciones de fuentes de carbono superiores a 20 g/l (51). Khanna y
Srivastava, midieron diferentes um para diferentes sustratos, en diferentes
rangos (50). De modo que resulta importante determinarlo para la fuente de

carbono y la concentracion de la misma.
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2.3 Optimizacion de la produccion de PHAs

2.3.1 Diseno de experimentos

El método de disefio de experimentos ha sido utilizado exitosamente en la etapa
de optimizacién del medio de cultivo y de las variables fisico-quimicas del
proceso de produccion de PHAs por C. necator en escala de Erlenmeyer.

Grothe y colaboradores emplearon la metodologia de optimizacién “de una
variable a la vez” para estudiar el efecto de distintas soluciones de elementos en
traza, relaciones de Carbono/Nitrogeno (C/N), pH y temperatura para la
produccion de PHB con la cepa Alcaligenes latus. Luego mediante un disefo
factorial fraccionado de 2 niveles para 5 variables buscaron factores relevantes
para optimizar la productividad de PHB. Las 5 variables analizadas fueron:
sacarosa, sulfato de amonio, pH, fuerza iénica y elementos en trazas. Segun los
autores, utilizando una optimizacion disefiada estadisticamente, el rendimiento
de PHB podria aumentarse de un promedio de 1,64 g/l en los primeros
experimentos a un promedio de 2,97 g/l en los experimentos de optimizacién, es

decir, un aumento de rendimiento de 1,8 veces (53).

Tripathi y colaboradores utilizaron el disefio rotativo compuesto para optimizar
variables fisicas del proceso productivo con Alcaligenes sp. NCIM 5085. Las
condiciones optimizadas permitieron alcanzar un rendimiento de la fraccion de
PHB/biomasa de 76,8 % empleando sustrato de melaza seca y mostraron un 98

% de similitud con el rendimiento determinado por la metodologia de disefio (54).

En un trabajo realizado en la Universidad de San Martin (55), se hizo una
optimizacién estadistica de un medio de cultivo para la produccion de biomasa y
PHB por una cepa Escherichia coli recombinante. En efecto, Nikel y
colaboradores hallaron 3 variables que resultaron significativas en la produccion
de PHB a partir de diferentes sustratos: suero de leche, licor de maiz y solucién
de fosfatos. Posteriormente mediante la metodologia de la superficie de
respuesta, utilizando un disefio giratorio compacto central, hallaron las
concentraciones Optimas de las tres variables. Mediante el disefio experimental
estadistico lograron 9,41 g/l de biomasa y 6,12 g/l de PHB, con un 0,984 % de

coincidencia con la prediccion. Las concentraciones de PHB se ftriplicaron
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respecto a las concentraciones en los experimentos iniciales. Se obtuvieron

cantidades similares de PHB tras fermentaciones en un biorreactor (55).

Aramvash y colaboradores , realizaron una optimizacion estadistica para la
produccion de PHB por Cupriavidus necator ATCC 17699. Hallaron que la
fructosa, la velocidad de agitacion, KH2POa4 y el pH inicial eran los factores mas
significativos que afectan a la acumulacion de PHB. El proceso de optimizacién
les permitid triplicar las concentraciones de PHB iniciales (17). Ademas,
Aramvash y colaboradores, mediante experimentos de una variable a la vez,
seleccionaron propanol y extracto de carne como buenos precursores para la
produccion de PHBV. Posteriormente mediante disefio de experimentos llegaron
a un 54 % mol de HV, con buenos rendimientos de biomasa y PHBV en

Erlenmeyer, de 5,9 y 3,55 g/l, respectivamente (32).

Con la cepa Ralstonia eutropha (Cupriavidus necator) ATCC 17697 Khanna y
Srivastava realizaron una seleccién de una variable a la vez para encontrar
fuentes minerales, de carbono y de nitrégeno, efectivas y baratas para la
produccion de PHB. Luego, mediante el disefio de experimentos de Placket-
Burman (56) y la metodologia de superficie de respuesta (57) optimizaron la
composicion del medio de cultivo para maximizar la productividad del PHB con
un 94 y 83% de validez de los modelos previstos para la biomasa residual y la
produccion de PHB, respectivamente. Con el disefio experimental, se aumenté
un 100 % la concentracién de PHB obtenida en los experimentos de una variable

por vez (58).

2.3.2 Fermentaciones baftch

La cepa C. necator nativa ha sido investigada en cultivos en batch, en diferentes
escalas y tiempos, obteniendo diferentes rendimientos y tipos de PHAs a partir
de varios sustratos: fructosa (Tabla 2.3.1), acidos organicos y sus sales (Tabla
2.3.2), aceites vegetales (Tabla 2.3.3), diferentes tipos de residuos (Tabla 2.3.4)

y diversos aceites residuales (Tabla 2.3.5).

En general, para la misma fuente de carbono, las producciones de biomasa y
PHA son mayores en biorreactor que en Erlenmeyer. Las grandes ventajas de
utilizar un biorreactor se deben a la mayor transferencia de oxigeno disuelto, que
resulta de la aireacion y agitacion que posee este tipo de equipo. Ademas,
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permite mantener el pH constante por el agregado automatico de acido/base y
regular la concentracion de oxigeno disuelto en cascada con la agitacion y
aireacion (59).

Produccion de PHAs a partir de fiuctosa

C. necator produce PHB cuando utiliza fructosa como fuente de carbono. (Tabla
2.3.1). Khanna y Strivastava realizaron una optimizacién de la produccion de
PHB a partir de fructosa mediante disefio de experimentos en Erlenmeyer (58).
Luego, lograron escalar el proceso a biorreactor de 7 |, aumentando los valores
de biomasa total y PHB a 20,73 g/l y 9,35 g/l, respectivamente (58).

Para obtener componentes monoméricos diferentes de 3HB se afiaden otras
fuentes de carbono. Con fructosa suplementada con butirolactona C. necator
sintetiza un 27 % de 4HB en el PHA (60). Con agregado de &cido valérico o
propanol la bacteria puede sintetizar entre un 30-50 % de HV en la cadena
polimérica de PHA (12,32). Volova y colaboradores han informado que C.
necator es capaz de sintetizar PHAs con HHx y HO en muy bajas proporciones,
cuando el medio de cultivo, cuya fuente de carbono principal es fructosa, se
suplementa con acido hexanoico u octanoico. Segun sus experimentos, cuando
se la aliment6 so6lo con fructosa, se obtuvo PHBV con un rango de 1,57-0,29 mol
% de HV, dependiendo del tiempo de fermentacion; también contenia una
fraccion muy pequefia de HHx de 0,19 mol % a las 48 horas de fermentacion. En
el medio con fructosa suplementado con acido valérico se logré la maxima
fraccion de HV a las 36 de fermentacion (38 mol %). Las maximas proporciones
de HHx y HO se lograron con acidos organicos de cadena par de atomos de
carbono (acidos hexanoico y octanoico). A las 48 horas de fermentacion con
fructosa y acido octanoico se logré un polimero conteniendo un 96,97 mol % de
HB, 1,17 mol % de HV, 1,2 mol% de HHx y 0,66 mol % de HO (12).

Produccion de PHAs a partir dcidos organicos y sus sales
C. necator es capaz de sintetizar PHBV, P(HB-co 4HB) y P(3HB-co-3HP-co-5HV)

cuando se la cultiva a partir de acidos organicos y/o sus sales (Tabla 2.3.2).

C. necator puede afadir monémeros de 3HP, 5SHV y 3MB cuando se cultiva con
5-hidroxivalerato w-pentadecalactona y acido 3-mercaptobutirico,

respectivamente (29,61). Se ha logrado sintetizar un terpolimero que ademas de
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contener mondémeros de HB y HV, contiene mondmeros de 5-hidroxivalerato, el
P(3HB-co-3HP-co-5HV), a partir de la cepa C. necator ATCC 17699. EI P(3HB-
co-3HP-co-5HV) contenia 5 0 2 mol % de 5HV, dependiendo si se alimentaba la

bacteria con 5-hidroxivalerato o w-pentadecalactona, respectivamente (29).

C. necator es capaz de sintetizar PHBV a partir de varios sustratos, como acido
valérico, acetico, propionico y butirico, propanol, acetato, propionato y butirato
(12,28,32,34,35).

La produccion de PHBV por cepas C. necator nativas ha sido estudiada
profusamente a partir del crecimiento heterotréfico de acidos organicos. La
proporcion de HV dentro del co-polimero depende del tipo de fuente de carbono
y del tiempo de fermentacién. Los acidos organicos de numero impar de atomos
de carbono son los precursores del monomero HV dentro de los PHAs (2).
Pueden ser utilizados como fuente de carbono principal o como suplementos de
una fuente de carbono principal con la que previamente se hayan logrado altas

cantidades de biomasa y PHB.

Los primeros resultados de produccion de PHBV a partir de C. necator nativa,
datan de la década de los 80. Doi y colaboradores lograron obtener co-polimeros
con diferentes proporciones de HV, con un maximo de 75 mol % alimentando a
C. necator ATCC 17699 con acidos organicos de atomos de carbono impares:
los acidos propanoico y valérico. Los autores afirmaron que los acidos butirico y
valérico son incorporados en el copoliéster como 3HB y 3HV sin descomposicién

del esqueleto de carbono en la célula bacteriana (34).

A partir de una optimizacion de la produccion PHBV mediante disefio de
experimentos, Yang y colaboradores optimizaron la proporcion de HV dentro del
PHA de 66,5 a 83,7 mol %, utilizando como sustrato diferentes proporciones de
la mezcla de acetato, propionato y butirato. Sin embargo, las concentraciones de

biomasa y PHA no superaron los 1,5y 0,2 g/l, respectivamente. (28).

La produccion de P(HB-co 4HB) por C. necator también se ha estudiado en
profundidad. De manera similar a lo que ocurre en la produccién de PHBV,
dependiendo del tipo de fuente de carbono y/o del tipo y proporciones de

suplementos, se logran copolimeros con diferente fraccion de 4HB.
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C. necator acumulé 3HB (HB) y 4HB cuando se utilizé acido 4-hidroxibutirato
acido 4-hidroxibutirico, acido 4-clorobutirico y-butirolactona, 1,4 butanodiol y
hexanodiol como fuente de carbono (2,34,43,60). Para la sintesis de P(HB-co
4HB) por C. necator nativa, Saito y colaboradores consideraron acido y-
hidroxibutirico, y-butirolactona y alcanodioles de diferente cantidad de carbono,
como diferentes fuentes de carbono libres de nitrégeno. La composicion de 4HB
vario de 0 a 34 mol % dependiendo de los sustratos utilizados como fuente de
carbono. La maxima proporcion se logré con acido y-hidroxibutirico como fuente
de carbono (43).

Produccion de PHAs a partir de aceites vegetales

Se ha probado la produccién de PHB por C. necator a partir de una amplia
variedad de aceites vegetales (Tabla 2.3.3). Las maximas cantidades de PHB
obtenidas a partir de aceites vegetales, se lograron en fermentaciones con
aceite de jatrofa y de haba de soja como fuente de carbono: 11,4y 12,5 g/l, con
rendimientos de Ypue/x mayores al 80 %, a las 48 y 96 horas de fermentacion,

respectivamente (10, 55)

Aceite de jatrofa empleado como fuente carbonada principal, suplementada con
valerato de sodio en sistema batch con cepas nativas, permitio obtener 8,1 g/l de

polimero, con un 31 mol % de HV (36).

Aceite de poroto de soja con el agregado de y-butirolactona como sustrato en
sistema batch con C. necator nativa luego de 18 horas de cultivo en Erlenmeyers
genero una produccidon de P(HB-co 4HB) de 7,4 g/l con un contenido de 4HB de
1,6 mol % . Ese proceso escalado a biorreactor en sistema batch llevo a obtener
10-12 g/l de biomasa con un contenido de 80-83 % del copolimero y una fraccion
de 6-10 g/l de 4HB (11).

Produccion de PHAs a partir de fuentes residuales

Dentro de las fuentes de carbono residuales estudiadas en la produccién de
biopolimeros mediante C. necator nativa, se hallan los residuos de cascara de
pifa, de aceite de palma, raices de achicoria, de comida, de jugo de naranja y

gran variedad de aceites vegetales residuales (Tabla 2.3.4).

Residuos de alimentos llevaron a lograr 1 g/l de biomasa con un 25 % de PHB

(21). Cuando se utilizaron residuos de cascara de pifia se obtuvo una muy baja
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concentracion de PHA, de 0,09 g/l, pero con muy alta cantidad de HV (60%) (24).
Con residuos de naranja, se obtuvieron 7 g/l de PHB, con un rendimiento de 81%
de polimero a partir del peso seco (22). Estos resultados son similares a los
resultados reportados en el trabajo de Aramvash y colaboradores, donde se
obtuvo maxima produccion de PHB y biomasa en cultivo batch de
Erlenmeyer(17). Cabe destacar que los valores de los rendimientos YpHeix Yy
YrHB/s SON Mayores con la fructosa presente en el residuo de jugo de naranja que
con la fructosa comercial. Esto puede deberse a otros sustratos presentes en el
residuo de jugo de naranja. Por lo tanto, se considera sumamente promisorio el

empleo de este tipo de residuo para producir PHB.

C. necator sintetiza PHB a partir de gran variedad de aceites vegetales usados,
llamados también aceites residuales (26,63—65); sintetiza el copolimero P(HB-
co 4HB) cuando se la cultiva con aceite de palma usado (47) y sintetiza PHBV
con aceite de canola residual y acidos organicos como fuentes de carbono (26).
Las concentraciones de PHAs obtenidas con aceites residuales son muy
variadas, siendo el maximo con aceite de café molido residual. En efecto, las
maximas cantidades de PHB obtenidas a partir de cepas nativas de C. necator
cultivadas en biorreactor en modo batch, se lograron en fermentaciones con café
molido residual como fuente de carbono: 25 y 29 g/l, con rendimientos de Ypix
mayor al 80 % (65). Por lo tanto, las fuentes residuales son potentes fuentes de

carbono para la producciéon de PHB por C. necator.

Cabe senalar que el estudio de utilizacion de las fuentes de carbono residuales
para la producciéon de PHAs depende en su mayor parte de la regién geografica
y el entorno social. De modo que en distintos grupos de investigacion y en
diferentes partes del mundo se estudian variadas fuentes residuales. La
diversidad de fuentes residuales a estudiar como fuentes de carbono para la

produccion de PHB por cepas nativas de C. necator, es hasta ahora inagotable.
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2.3.3 Fermentaciones fed batch

En esta Seccion se muestran los resultados al pasar de sistema batch a fed batch
con las cepas nativas de C. necator. Para no hacer una extensa comparacion de
todas las fuentes de carbono, se presenta el sistema fedbatch, con fructosa como

fuente de carbono heterotrofa.

La cantidad de PHA calculada por litro de cultivo en este sistema, tiene un rango
mas amplio que en batch (Tabla 2.3.5). Por lo general, aumenta de 2 a 10 veces
respecto del sistema batch, utilizando la escala de biorreactor de laboratorio.
Esto se debe al agregado de sustrato durante el proceso, lo que permite
aumentar su consumo por la bacteria y como consecuencia aumentar la

produccion de biomasa y PHA.

El control de la fuente de carbono en su 6ptimo nivel es esencial para alcanzar
la maxima concentracién celular y alta productividad. Se ha demostrado
experimentalmente que la fuente de carbono afecta significativamente a la
velocidad especifica de crecimiento de C. necator, como se ha mencionado en
la seccién 2.2.3. La concentracion de fuente de carbono éptima esta entre 10 y
20 g/I. Para controlar la fuente de carbono dentro de ese nivel se pueden utilizar
diferentes estrategias: determinacién de la salida de gases por espectroscopia

de masa; medicién de consumo de glucosa con un analizador on-line (51,68).

La estrategia de mantener la concentracion de la fuente de carbono alrededor de
los 20 g/l en sistemas fed batch es utilizada ampliamente, con diferentes cepas
de C. necatory con diferentes fuentes de carbono (19,20,40,51,52,68,69).

Se ha cultivado las cepas de C. necator nativas en sistema fed batch mediante
alimentacion autotrofa, heterétrofa y mixta (16,70,71). Este hecho afirma que

esta bacteria es un organismo modelo para la produccién de PHAs.

Khanna y Srivastava, han estudiado la produccion de PHB por C. necator a partir
de fructosa en sistema batch y fed batch (58,72,73). En sistema batch lograron
9,35 g/l de PHB y en sistema fed batch 16,8 g/l de PHB. De esta manera han
logrado aumentar la concentracion PHB mas de un 90 %. Esta es la
concentracion maxima de PHB encontrada, cuando se utilizé exclusivamente

fructosa como fuente de carbono por C. necator nativas.
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Jung y colaboradores, realizaron la produccion de PHAs en sistema batch y fed
batch a partir de fructosa con suplemento de un oxidante. En batch obtuvieron
1,3 g/l de PHB, mientras que en fed batch lleharon a 4,3 g/l, aumentando 4 veces

la produccién.

Song y colaboradores., trabajaron en ambos sistemas, para sintetizar el co-
polimero P(HB-co 4HB) a partir de fructosa y butirolactona. Primeramente,
lograron un porcentaje de 27,5 del monémero 4HB, y luego en sistema fed batch

lo aumentaron a 35 %.

Hasta aqui se ha demostrado que en el sistema fed batch se mejora la
produccion, productividad y también el porcentaje de mondmeros de interés, de
modo que es imprescindible su utilizacidn para mejorar la produccion y
productividad de PHB.
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2.3.4 Fermentaciones continuas

Hasta la fecha, todos los procesos comerciales para la producciéon de PHA
emplean fermentaciones microbianas discontinuas. Estos procesos presentan
inconvenientes tales como la calidad variable del producto y los inevitables
periodos de inactividad para la preparacion y post-tratamiento de los

biorreactores (74).

Con la cepa ATCC 17699 se ha estudiado la produccion de PHAs a partir de
glucosa en sistema continuo (Tabla 2.3.6), donde la tasa de dilucion, es la
relacion entre el flujo de entrada de nutrientes y el volumen al que se mantiene

constante el biorreactor (27).

Ralstonia eutropha (C. necator) ATCC 17697 se cultivd en un reactor de tanque
de agitacion continua de 3 | para estudiar las respuestas dinamicas de la
produccion de PHBV. Se estudiaron los efectos de las fuentes de carbono
(glucosa y propionato de sodio) y la tasa de dilucion sobre el crecimiento
microbiano y la acumulacién de PHBV. Se destaco el aumento de la fraccion
molar de HV en el producto con el aumento de la concentracién de propionato
de sodio. En este estudio, el PHBV que contenia 40-60% en moles de HV se
sintetizd con una alimentacion mixta de glucosa (10 g/L) y propionato de sodio
(7 6 15 g/L) ajustando la velocidad de dilucion. Cuando la tasa de dilucion fue
cercana a 0,10 1/h, la bacteria produjo la maxima cantidad de PHBV (27). Sin
embargo, las concentraciones de PHB en sistema continuo son inferiores a las
concentraciones en fed batch, de modo que este sistema no resulta atractivo

para la produccion biotecnologica.

Tabla 2.3.6: Fermentacion en sistema continuo de C. necator ATCC 17699

C. necator o Fuente de carbono  Diomasa  PHA Monémero

t .
(1/h) @ (gl (mol %)  (h) Referencia
0,016- Glucosa, Propionato 2,67- 24-

ATCC 17699 (2 =a, Prop 668975 20/ HV30.60 5r  (@7)

(D) tasa de dilucion, (t) tiempo, (P) productividad del PHA, (-) no determinado.
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2.4 Objetivos

C. necator nativa resulta una herramienta util y poderosa para la produccion de
PHB vy varios tipos de copolimeros, a partir de diversas fuentes de carbono,
incluyendo fuentes de carbono residuales. El uso de técnicas de biologia
molecular y ADN recombinante incrementan el precio de la produccion de PHA
(10). Por lo tanto, el estudio de las estrategias de alimentacion y fermentacion en
la producciéon de PHAs mediante C. necator nativa es no sélo de interés para
incrementar el conocimiento cientifico sino también relevante para la produccion

escalable de polimeros biodegradables.

Por lo tanto, el objetivo general de esta tesis es generar PHAs a partir de la cepa
nativa C. necator ATCC 17697 a escala de laboratorio y establecer los
parametros del proceso que permitan el escalado productivo. Se buscara
profundizar el conocimiento de los tamafios y morfologias celulares de C. necator
ATCC 17697 en las distintas etapas productivas, con la consecuente variacion
en la cantidad y el tamafio de los granulos de PHA acumulados. Finalmente,
evaluar fuentes de carbono alternativas para la produccion de PHAs por la
bacteria.

Los objetivos especificos se enumeran a continuacion:

1. Determinar el tiempo de fermentacion 6ptimo de la bacteria C. necator
ATCC 17697 en Erlenmeyer para una 6ptima productividad volumétrica
de granulos intra-citoplasmaticos de PHB y rendimientos experimentales.

2. Establecer, mediante la metodologia de disefio de experimentos, el medio
de cultivo que optimice la produccién de PHB por C. necator ATCC 17697
en Erlenmeyer. Analizar cémo las variables del medio de cultivo afectan
a los rendimientos y productividades, para finalmente estudiar la cinética
de crecimiento de C. necator ATCC 17697 en el medio optimizado.

3. Escalar el proceso de produccion de PHB en un biorreactor de laboratorio
y optimizar la produccion y productividad en esta escala. Estudiar
diferentes estrategias de fermentacién y medios de cultivo en modo batch
y diferentes estrategias de alimentacion en modo fedbatch. Comparar las
distintas productividades en los diferentes sistemas y estudiar la cinética

de crecimiento de C. necator en todos los sistemas utilizados.
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4. Caracterizar fisico-quimicamente el polimero producido en el medio
optimizado. Elaborar membranas con el polimero caracterizado y analizar
sus propiedades mecanicas y de citotoxicidad para evaluar su posible uso
como material biomédico.

5. Estudiar la produccion y degradacion de granulos intra-citoplasmaticos de
PHB en diferentes medios de cultivo y a distintos tiempos de fermentacion.
Determinar, mediante procesamiento de imagenes de microscopia
electronica de transmisién, los cambios en la morfologia de las células de
C. necator ATCC 17697 en las distintas etapas productivas, asi como la
variacion en la cantidad y el tamafo de los granulos de PHA acumulados.

6. Evaluar fuentes de carbono provenientes de residuos agroindustriales y
otras fuentes alternativas como posibles fuentes de carbono alternativas

para la produccion de PHAs por C. necator ATCC 17697.
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3.1 Fermentacion de C. necator

El material microbiologico y los medios de cultivos se esterilizaron previamente
en autoclave eléctrico Dolphinn 18 a 1,5 Atm y 121 °C durante 20 minutos. Todas
las manipulaciones se realizaron bajo flujo laminar Casiba en condiciones de

esterilidad.

3.1.1 Mantenimiento de la cepa

Para la produccion de biopolimeros de interés biomédico se utilizé la cepa nativa
comercial Cupriavidus necator ATTC 17697 (American Type Collections, USA).
La bacteria se mantuvo en crioviales Viabank™ a -80 °C. Para preparar el inéculo
se tomo una alicuota con ansa y se sembrdé en placa de Petri conteniendo agar
nutritivo (AN) o Agar Triptona, fructosa y levadura (TFL) (1), (Tabla 3.1.1) con el
agregado de agar 15 g/l. Se incubo a 30 °C durante 48 horas.

Tabla 3.1.1: Medio TFL

Componente Concentracién
g/l

Triptona 3

Extracto de levadura 5

Fructosa 1

K2PO4 1

pH 7

3.1.2 Preparacion del inoculo

Se tomd cultivo celular de la placa de Petri con ansa y se inoculé en Erlenmeyer
de 250 o0 500 ml conteniendo un 20 % de medio de cultivo TFL liquido. Se incubd
durante 24 horas a 30 °C y 150 rpm. El cultivo crecido de esta manera sirvio de

in6culo para experimentos en escala de Erlenmeyer o biorreactor.

3.1.3 Fermentaciéon en Erlenmeyer

El inéculo se sembré del 1 al 10 % (V/V) en Erlenmeyer de 250 ml con 60 ml de
medio de cultivo de sales minerales con fructosa como fuente de carbono y
sulfato de amonio como fuente de nitrégeno (1,2) (Tabla 3.1.2). Se incubd a 150

romy 30 °C, durante 72 h.
63



Tabla 3.1.2: Medio de cultivo de sales minerales con fructosa.

Concentracion

Componente

g/l
Fructosa 15
(NH4)2S04 1,5
Mg(SO4).7H20 0,5
Sc. de microelementos 2 mi
K2POq4 2
NaH2PO4 1.6

pH 7
La solucién de microelementos contiene FeSO4 2 g/l, MnCl2:4H20 0,03 gll,
CaCl2r2H20 2 g/l, CuCl2:2H20 0,01 g/l, ZnSO4-7H20 0,1 g/l, HsBOs 0,3 g/,
CoCl2-:6H20 0,2 g/l, NiCl2-6H20 0,02 g/l y Na2Mo-042H20 0.03 g /I en solucion
0,1 N de HCI (1).

Las concentraciones de todos los componentes del medio de cultivo inicial se
optimizaron mediante la metodologia de disefio de experimentos (Seccidn 3.3)

en este trabajo de tesis.

Con el medio de cultivo optimizado se realiz6 el escalado del proceso de
produccion de biopolimero PHB a biorreactor en los modos batch y fedbatch.
También, a partir de este medio optimizado, se formularon medios de cultivo con
otras fuentes de carbono residuales y alternativas para la produccién de PHAs
por C. necator ATCC 17697.

3.1.5 Fermentacion en biorreactor

Con el fin de escalar el proceso productivo y lograr la maxima productividad del
polimero se evaluaron dos tipos de estrategias fermentativas: cultivo en lote
(batch) y cultivo alimentado (fedbatch). Las fermentaciones se realizaron en un
biorreactor BioFlo 110 de New Brunswick Scientific (Anexo 1) con capacidad util
maxima de 6 litros. El biorreactor opera en interfaz con el software Biocommand
Bioprocessing para la adquisicidon de datos y control de parametros y permite el
control automatico de la temperatura, pH y aireacion del cultivo. El medio de

cultivo se preparé de la misma manera que para Erlenmeyers. Se inoculd con 5
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a 10 % de la suspensién homogénea y fresca de inéculo y se incubd a 30 °C. El
pH se mantuvo constante en un valor de 7 mediante la adicion de solucion estéril
de NaOH 3 N y HCI 1 N. En ciertas ocasiones la concentracion de oxigeno
disuelto (O2d) se conservé en 20 % de saturacion mediante cascada de agitacion
de 200 a 1000 rpm y suministro de aire estéril entre 1 y 3 LPM. El pH se
determiné on-line con un electrodo de pH (Mettler-Toledo GmbH) y la
concentracion de O2d por medio de una sonda polarografica (Mettler-Toledo). La
formacién de espuma se evitd a través del agregado de 0,3 % (v/v) de
antiespumante 289 (Sigma). La alimentacién de sustrato se realizé mediante la
bomba C, regulada por O2d o por un flujo de alimentacion exponencial. En este

ultimo caso el fujo viene dado por

E — IJ'XO -VO IJ't

At Yx.S
s

(3.1.1)

donde AF es el volumen (I) ingresado en un periodo (At), t denota el tiempo (h),

M es la velocidad especifica de crecimiento de la biomasa (1/h), Vo y Xo son el
volumen util del fermentador (l) y la biomasa (g biomasal/l), respectivamente, al
momento de comenzar la alimentacion exponencial, Yws es el rendimiento de
biomasa (g biomasa/g sustrato) y S es la concentracion de fructosa de la solucién

de alimentacién (g sustrato/l).
3.2 Determinaciones cuantitativas

3.2.1 De biomasa mediante gravimetria

El crecimiento del cultivo se determiné midiendo el peso seco celular. Se peso la
biomasa liofilizada o secada en estufa a 80 °C hasta peso constante, proveniente
del medio de cultivo centrifugado a 3500 rpm durante 15 minutos y lavado 2

veces con agua destilada.

3.2.2 De biomasa mediante densidad optica

El crecimiento celular se estimé indirectamente por turbidimetria, registrando la

DOesoo del cultivo en un espectrofotometro PG- Instruments T60 UV-visible.
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Este método puede aplicarse en paralelo con el método gravimétrico, con el fin
de obtener la correlacion entre DOfinal y concentracion de biomasa por peso
seco. Para esto se construyd una curva patron para distintas concentraciones de
C. necator ATCC 17697, donde se grafico el valor de la biomasa seca en funcion
del valor de DOfinal. Este valor es la DO medida a 600 nm multiplicado por el
factor de dilucidn utilizado para que la medicion esté entre 0 y 1 de absorbancia.

Como blanco se utilizé agua destilada (Fig. 3.2.1).

Biomasa (g/1)

0 10 20 30 40
DO final 2 600 nm

Figura 3.2.1: Curva de calibracién de biomasa en funcion de la densidad 6ptica final
medida a 600 nm.

Se hall6 una relacidn lineal entre la concentracién de biomasa en g/l (X) con la

DO final a 600 g/, dada por la ecuacion:
X = 0,29. DOfinal (3.2.1)

con una regresion de R?= 0,9959. De modo que, durante las fermentaciones se
utilizd este método a fin de tener una medida rapida del crecimiento de la

bacteria.

3.2.3 Cuali-cuantitativa de PHB
Por microscopia optica
Los PHAs se detectaron en las bacterias por tincion especifica empleando

Sudan Black como colorante de naturaleza lipofilica (3):

1.  Se preparé un extendido en un portaobjeto.
2. Se sumergié en solucion lipofilica de Sudan Black 0,3 % durante 10

minutos.
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Se lavo con agua desionizada y se dejé secar.
Se lavo con xilol y dejé secar bajo campana de extraccion.
Se tino con el colorante de contraste fucsina durante 10 segundos.

Se lavo con agua desionizada y se sec6 bajo corriente de aire.

N o Ok

Se realiz6 la observacion en el microscopio 6ptico Mikoba equipado con
camara digital DCM 900 9M pixeles, CMOS chip. Se utilizé un aumento
total de 1000X con aceite de inmersion, observandose en caso de
acumulacion granulos intra-citoplasmaticos de polimero tefidos de color
azul intenso y el resto del citoplasma rosado.

Por Microscopia Electronica de Transmision (MET)

Para observar las células bacterianas en microscopia electrénica de transmision
(MET) se centrifugaron 4 ml de cultivo celular a 3500 rpm, la muestra se lavé con

agua desionizada y luego con buffer fosfato o PBS, 0,1M, pH 7 ,4.

Los siguientes pasos se realizaron en el Laboratorio Nacional de Investigacion y
Servicios de Microscopia Electronica (LANAIS_MIE) del Instituto de Biologia

Celular y Neurociencia “Prof. E De Robertis”

Para realizar la primera fijacion se retir6 el buffer e incubd con una solucion de
Glutaraldehido 2,5% en buffer fosfato durante 4 horas a 4°C. Luego, se

realizaron dos lavados con buffer fosfato de 15 minutos cada uno.

La segunda fijacion se realizé con tetroxido de osmio al 1% durante 60 minutos

a 4°C. Luego se realizaron dos lavados de 15 minutos con agua bidestilada.

La deshidratacion del material se procedié en alcoholes ascendentes (50°, 70°,
96°, 100°) con dos cambios de cada uno durante 15 minutos. Finalizando el

proceso de deshidratacion con dos cambios de acetona durante 10 minutos.

Finalmente, se realiz6 la inclusiébn en resina epoxy “Durcupan” la cual se

polimeriza a 60° C durante 72 horas.

Una vez polimerizada la resina se realizaron cortes ultrafinos de 70-90 nm de
espesor, por medio de un Ultramicrotomo Reichert Jung Ultracut E con navaja
de vidrio. Los cortes se montaron en grillas de cobre, se contrastaron con acetato

de uranilo y citrato de plomo.
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Las muestras se observaron con soporte del personal de apoyo del LANAIS MIE

al MET Zeiss 109, y se tomaron fotografias digitales con camara Gatan W10000.

3.2.4 Cuantitativa de PHB

Se realizo la cuantificacion de acido croténico formado por la deshidratacién del

PHB con acido sulfurico concentrado mediante espectrofotometria en el rango

de luz ultravioleta. Se realizé segun el método modificado de Law y Slepecky (4).

Como el maximo del barrido espectral entre 200 y 300 nm realizado para varias

muestras, se obtuvo a 234 nm para las determinaciones cuantitativas de PHB se

midid la absorbancia a 234 nm.

Digestion celular

1.

4.
5.

Se colocé 1 ml del cultivo celular en tubos de vidrio y 5 ml de agua
desionizada.

Se centrifug6b a 3500 g durante 15 minutos a 5 °C. Se descart6 el
sobrenadante.

La masa bacteriana lavada se lis6 con 1 ml de hipoclorito de sodio 10 %
(lavandina comercial, 60 g/l de Cl) durante 45 minutos a 37 °C.

Se lavo dos veces con agua desionizada.

Se seco en estufa durante 24 horas a 80 °C.

Formacion y cuantificacion de dcido crotonico

1.

Al polimero proveniente del tratamiento anterior, se agregaron 5 ml de
solucion de acido sulfarico 80 %.

La solucién se incub6 durante 30 min en el bafio seco con temperatura
100 °C.

3. Los tubos se enfriaron en agua a temperatura ambiente.

4. Se realizaron las diluciones para que entren en el rango de absorbancia
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0 —3200 (A).

Se ley6 la absorbancia a 234 nm en un espectrofotobmetro PerkinElmer
UV/Vis Spectrometer Lambda 35 que opera en interfaz con el software
PerkinElmer UV WinLab.

Se calcul6 la concentracion de PHB g/l a partir de la regresion lineal dada

por la curva patron, preparada en paralelo con cada medicién.



Curva Patron

Se prepard una solucién madre con una concentracion de 0,2 mg PHB/mI de
H2S0480%. Los patrones se prepararon con diluciones de la solucién madre con
concentraciones de 5.10% a 2.10? mg PHB/mI de H2S04 80 %. Se utiliz6 como
blanco H2S04 80 %. Se efectué un barrido espectral de 200 a 300 nm para
observar el maximo de absorbancia del acido crotonico formado (Fig. 3.2.2).

Figura 3.2.2: Barrido espectral de 200 a 300 nm del acido crotonico.

3.2.5 Consumo de sustratos
Se tomaron muestras a diferentes tiempos de las fermentaciones y se
centrifugaron durante 15 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se utilizé para

determinar concentraciones de sulfato de amonio y fructosa.

Amonio (NH;) en solucion

El método utilizado se llama "el método de azul de indofenol" o "método de
fenato". Se basa en la reaccion de NH3z en solucion alcalina con fenato para
producir un color azul (azul de indofenol) en presencia de un agente oxidante
fuerte, tal como hipoclorito (5). Se ha considerado un volumen de muestra de 2,5
ml; las soluciones reactiva y oxidante se prepararon en el momento que se

realizaban las reacciones.

Solucién reactiva:

50 % de solucién de nitroprusiato 5 g/l.

50 % de solucién fenol 11,1 % en etanol 95 %.
Solucion oxidante:

80% de solucion de citrato alcalino (200 g/l de citrato trisédico y 10 g/l de
NaOH).

20% de solucién de hipoclorito de sodio (solucién comercial, 60 g/l de Cl).

Procedimiento:

1. Se prepararon diluciones de las muestras para incluirlas dentro del rango
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de medicion (10 - 500 pg N-NHa4/l).
2. Se colocaron 2,5 ml de diluciones de las muestras en tubos de ensayo de
vidrio libres de amonio.
3. Se agregaron:
a. 250 pl de solucién oxidante.
b. 200 ul de solucién reactiva.
4. Se agitaron los tubos e incubaron 20 minutos a 37 °C.
5. Se leyé la absorbancia a 640 nm.
6. Se calculé la concentracion de sulfato de amonio g/l en la muestra a partir
de la regresion lineal dada por la curva patrén, preparada en paralelo con
cada medicion.

Curva patron:

Para la curva de calibracion se prepar6 una solucion de NHs4 100 ppm,
equivalente a 0,47168 g/l de (NH4)SOa4. Los patrones se prepararon en matraces
aforados con concentraciones de 0 a 4,717 mg/l de (NH4)SO4. Se utilizé el mismo
procedimiento que para las muestras y se empleé como blanco la reaccién en

agua desionizada.

Carbono organico total (1TOC)

Se determino la concentracion de carbono organico total, C, en mg/l contenido
en muestras de diferentes tiempos de una fermentacion mediante el equipo TOC-
L Shimadzu que opera interfaz con el software TOC-Control L/V. Se prepararon
diluciones de las muestras de modo tal que entren en el rango de medicion del
equipo. Se construyo la curva de calibracion en el rango de medicion de 0 a 125

mg de carbono/I.

Para calcular la concentracion de fructosa en g/l de cada muestra, se utilizo el
factor de dilucién (FD) aplicado y la Ecuacion 3.3.1:

C.1000.180

Fructosa (g/1) = 72.FD

(3.2.2)

3.3 Diseno experimental estadistico

3.3.1 Diseno Doehlert

Se aplicéd un disefio de experimentos de Doehlert para dos factores: edad y

concentracion de inéculo (17-24 hy 1 — 5 %, respectivamente), en 3 y 5 niveles,
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obteniendo un total de 7 experimentos, tal como muestra la Figura 3.3.1, a fin de
encontrar el porcentaje 6ptimo de inéculo. Se utiliz6 medio TFL para sembrar el
pre-indculo y los 7 in6culos distintos, y medio mineral de sales minerales con
fructosa 15 g/l como medio de cultivo donde sembrar los 7 indculos distintos, por

duplicado. De estos ultimos se evaluaron las concentraciones de PHB a distintos

tiempos.
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Figura 3.3.1: Disefio Doehlert para edad y porcentaje de in6culo en 3 y 5 niveles,
respectivamente. Cada coordenada es un punto experimental diferente.

El calculo de la superficie de respuesta fue basado en el modelo estadistico:
Bo+ B1.X1 + B2.X2 + B3.X1.X2 + Ba.X12 + B5.X2? (3.3.1)

Donde, X1y X2 son la edad y concentracidon de inéculo, respectivamente y los 3
son los coeficientes Para cada uno de los experimentos del disefio Doehlert se
determiné el contenido de PHB a: 0, 24, 48 y 72 h mediante espectrofotometria.
Para cada tiempo se realizd una regresion polinomica acorde al modelo
estadistico planteado, obteniéndose cuatro ecuaciones y sus respectivas

superficies de respuesta.

3.3.2 Diseno factorial

Para analizar la influencia de los componentes del medio de cultivo sobre la
produccion de PHB se utilizo un Disefio Factorial Completo (Full Factorial Design
-FFD) de cinco variables en dos niveles (+ y -) con punto central (Tabla 3.4.1).
Se adicionaron dos puntos con C en su nivel mas bajo y mas alto y los demas
factores en el nivel central. Los componentes del medio de cultivo analizados
eran: la concentracion de fructosa, como unica fuente de carbono (C); la
concentracion de sulfato de amonio, como unica fuente de nitrogeno (N); el pH
inicial del medio de cultivo; la concentracién de la solucidn fosfatos (P); como la
suma de iguales concentraciones de fosfato diacido de potasio y fosfato
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monobasico de sodio y la concentracion de solucion micro-elementos (M).
Excepto la concentracion de sulfato de magnesio, que se utiliza en muy bajas
cantidades, se analizaron todas las variables del medio de cultivo.

Tabla 3.3.1: Niveles codificados de las variables del FFD: concentracion de fructosa (C);

concentracién de sulfato de amonio (N); pH inicial del medio; concentracién de la
solucion de fosfatos (P); concentracion de la solucion de micro-elementos (m).

Niveles
Variable Unidades

- 0 +

g/l 15 20 25

N g/l 15 225 3
pH - 6.5 7 7.5

P g/l 4 8 12

M ml/| 1 2 3

La cantidad de combinaciones esta dada por 2%, donde k es la cantidad de
factores, por lo tanto: 2°=32 combinaciones. El punto central se realizd por
triplicado. Debido a la imposibilidad de realizar todas las combinaciones al mismo
tiempo, se fraccioné el trabajo en dos bloques. El disefio fraccionario elegido fue
de resoluciéon V (RV), (Tabla 3.4.2). Cada condicién se replicé realizando
ensayos por duplicado para cada caso, salvo el punto central para el cual se
consideraron 6 réplicas para evaluar adecuadamente la variabilidad de los

resultados.
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Tabla 3.3.2: Matriz de disefio FFD, izquierda: bloque a y derecha: bloque b

Exp C N pH P M Exp C N pH P M
n° gll gll - gl mll n° gll agll - gl mll
1a 15 15 65 4 3 1b 15 15 65 4 1
2a 15 15 65 12 1 2b 15 15 65 12 3
3a 15 15 75 4 1 3b 15 15 75 4 3
4a 15 15 75 12 3 4b 15 15 75 12 1
5a 15 3.0 6.5 4 1 5b 15 3.0 6.5 4 3
6a 15 30 6.5 12 3 6b 15 30 6.5 12 1
7a 15 30 75 4 3 7b 15 30 75 4 1
8a 15 30 75 12 1 8b 15 30 75 12 3
9 25 15 65 4 1 % 25 15 65 4 3
1M0a 25 15 65 12 3 10b 25 15 65 12 1
Ma 25 15 75 4 3 1Mb 25 15 75 4 1
122 25 15 75 12 1 12b 25 15 75 12 3
3@ 25 30 6.5 4 3 13b 25 30 6.5 4 1
14a 25 30 65 12 1 14b 25 3.0 65 12 3
1%5a 25 30 75 4 1 15b 25 3.0 75 4 3
16a 25 30 75 12 3 16b 25 30 75 12 1
17a 20 23 7.0 8 2 17b 20 23 7.0 8 2
18a 20 23 7.0 8 2 18 20 23 7.0 8 2
1%a 20 23 7.0 8 2 19 20 23 7.0 8 2

Se midieron las concentraciones de PHB, biomasa, pH y fructosa a las 72 horas

de fermentacion. La produccion de PHB en g/l a las 72 h se considerd la

respuesta del disefo.

3.3.3 RSM

Los datos experimentales obtenidos del disefio se analizaron mediante el

procedimiento de regresiéon de la superficie de respuesta utilizando la siguiente

ecuacion polindémica de segundo orden:
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Yi = Bo + X Bixi + X Biixi® + X Bijxi X; (3.3.2)

donde Yi es la respuesta prevista por el modelo, xi las variables independientes
analizadas, Bs los coeficientes estimados: Bo, el término de compensacioén, Bi,
los coeficientes lineales, i, los coeficientes cuadraticos y Bi, los coeficientes de
interaccion. Se utilizd el analisis de varianza (ANOVA) para estimar estos
parametros estadisticos. La importancia de la Ecuacion 3.3.2 y sus términos se
evaluaron mediante la prueba F y la calidad del ajuste mediante el coeficiente de
correlacion, R?. Se utilizo el software Minitab 14 para los célculos y gréaficos de

las graficas de superficie.

3.3.4 Validacion

Se utilizaron graficos 3D para analizar los componentes optimizados del medio
que influyen en la respuesta del disefio. Se considerd el maximo y dos puntos en
su entorno para validar adecuadamente el modelo. Cada condicion se realizé por

duplicado.

Se utilizaron graficos 3D para analizar los componentes optimizados del medio
que influyen en la respuesta del diseno. La validacién de las condiciones 6ptimas
previstas a travées de RSM es crucial (6). Para la validaciéon se analizaron 6
fermentaciones en Erlenmeyer: una con el medio de cultivo de la maxima
produccion de PHB y dos con la produccion de PHB alrededor del maximo -cada

condicion se realizé por duplicado

3.3.5 Calculo de rendimientos y productividades de los puntos
experimentales del disefio

Se calcularon los rendimientos de Yrix Yris Yxisy la productividad volumétrica de
PHB para los puntos experimentales del disefio, a fin de analizar la influencia de
los componentes del medio de cultivo, el consumo de la fuente de carbono y el
pH final alcanzado sobre la produccion de PHB por C. necator ATCC 17697 a

las 72 horas de fermentacion.
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3.4 Extraccion, purificacion y caracterizacion del polimero
obtenido

3.4.1 Separacion

Al finalizar la fermentacidon, los microorganismos se cosecharon por
centrifugacion en una centrifuga refrigerada Presvac INS-DCA-300RTV a 3500
rom durante 15 minutos a una temperatura entre 5 y 15 °C. La biomasa
centrifugada se lavo con agua desionizada y se congel6 a -20 °C. Luego se
liofilizé durante 24 horas a (-83) °C y 3x10 -3 mbar (Labconco Corp., USA).

3.4.2 Extraccion

Extraccion mediante solventes organicos

La biomasa liofilizada se pesé y se coloco en cartuchos de celulosa AquaLab®
dentro de un aparato de extraccion continua de Soxhlet y se extrajo el
biopolimero durante 24 horas a 70°C utilizando cloroformo (Merck) como

solvente de extraccion, en una relacion de biomasa y solvente de 1:10.

Extraccion mediante hipoclorito de sodio

El polimero bacteriano también se extrajo mediante un oxidante fuerte. La
biomasa liofilizada se incub6 en una solucién al 10 % de hipoclorito de sodio
durante 40 minutos, luego se centrifugd a 3500 rpm durante 20 minutos. El
sebrenadante se lavé dos veces, para ello se agregd agua desionizada y se

volvié a centrifugar bajo las mismas condiciones.

3.4.3 Purificacion

El extracto cloroférmico se concentrd en evaporador rotatorio Senco R206B. Se

concentrd el volumen de 250 ml a 50 ml.

para la caracterizacion fisico-quimica del biopolimero, se realizaron dos etapas
de purificacidon. En la primera etapa, el extracto cloroférmico concentrado se
precipitd con metanol frio a 4 °C, posteriormente se filtré con un filtro de ceramica
sinterizado o de papel Watman N°1. La segunda etapa de purificacién se realizd
con hexano repitiendo el procedimiento descripto anteriormente. El polimero

obtenido se secé en estufa a 60 °C hasta llegar al peso constante.
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3.4.4 Caracterizacion fisico - quimica

DSC

Las propiedades térmicas del polimero fueron evaluadas por el método de
calorimetria diferencial de barrido (en inglés, Differential Scanning Calorimetry o
DSC) utilizando un calorimetro DSC-Q 2000 (Thermo Analytics). Para cada
analisis térmico se utilizaron muestras de 10 mg. Las muestras acondicionadas
se sellaron en bandejas de aluminio, se equilibraron a -90 °C, se mantuvieron
isotérmicas durante 5 minutos, se calentaron de -90 °C a 200 °C y se
mantuvieron a 200 °C durante 5 minutos antes de enfriarse a -90 °C. Las
muestras se mantuvieron a -90 °C durante 5 minutos y se recalentaron a 200 °C.
Las tasas de calentamiento y enfriamiento fueron de 10°C min-1 y este analisis
térmico se realizé bajo flujo de N2a 80 ml min-1. El primer ciclo de calentamiento

se realiz6 para borrar el historial térmico del polimero.

La cristalinidad del componente PHB (Xc) se calculd6 mediante la Ecuacién

siguiente (3.5.1):

AHp,
Xe = (552) x 100% (3.4.1)

m

donde Hm es la entalpia de fusion aparente y H%n es el valor tedrico de la entalpia

de fusién termodinamica obtenida a partir de un polimero 100% cristalino (146,6
Jig) (7).

ATR-FTIR

La espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (en inglés, Fourier
Transform Infrared Spectroscopy o FTIR) se utilizé para el analisis cualitativo del
PHA bacteriano. Los analisis se realizaron en el modo de reflectancia total
atenuada (en inglés, Attenuated Total Reflectance ATR) mediante el analisis
directo de polvo PHB en cristal ZnSe. El barrido espectral se llevd a cabo entre
los 4000 y 400 cm~" en un espectrofotometro FTIR-ATR NICOLET 8700 20 SXC.

Se promediaron 32 scans con una resolucion de 4 cm -,

RMN de'Hy"C
La estructura molecular de los PHAs producidos se determiné mediante el
analisis de espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) de'H y 3C. Los

espectros de RMN de "H y '3C se obtuvieron en un espectrometro Bruker BioSpin
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GmbH a 500 MHz ('H) y 126 MHz (3C). Las muestras se prepararon disolviendo

15 a 20 mg de muestra en 1 a 1,5 ml de cloroformo deuterado (Sigma-Aldrich).

3.5 Membranas de PHB

3.5.1 Elaboracion

Se fabricaron membranas por disolucién y evaporacion de solvente. El polimero
se diluyé en cloroformo al 4 % con agitacion continua a 70 °C. Se colocé la
solucion de PHA en una caja de Petri y se dej6 evaporar el solvente a

temperatura ambiente durante 24 horas bajo campana.

3.5.2 Respuesta mecanica

Para estudiar el comportamiento mecanico de las membranas elaboradas se
realizaron ensayos de traccién segun la norma ASTM D 1708 (8), con el equipo
DMA Q800 de TA Instruments. Para realizar los ensayos se cortaron muestras
rectangulares de 6 mm x 18 mm y se sometieron a una rampa de estiramiento
de 0,5 %/minuto a 25 °C. Se estudiaron los siguientes parametros caracteristicos
de comportamiento mecanico: modulo tensil, tension maxima y deformacion

maxima.

3.5.3 Citotoxicidad

Para determinar el efecto citotoxico del polimero PHB y de las membranas
elaboradas se realizaron los ensayos en forma indirecta y directa,

respectivamente, segun norma ISO 10993-5 (9).

La evaluacion cualitativa se realizé a través de un microscopio de 6ptica invertida
NIKON TE2000-U, equipado con camara CCD (Orca-AG, Hamamatsu) acoplada
al microscopio y controlada por el programa Metamorph (Molecular Devices),
utilizando un objetivo 10X.

3.6 Produccion y degradacion intracelular de PHB

3.6.1 Estrategias de cultivo

Para estudiar el proceso de formacioén y degradacion de granulos de PHB en el

citoplasma celular, el cultivo de C. necator ATCC 17697 se incubé en diferentes
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medios de cultivo durante 170 h a 30 °C y 150 rpm. Las primeras 72 h en medio
optimizado para la evaluar la cinética de produccion de PHB y luego 98 h en
medio optimizado sin fructosa y exceso de N (2,25 g/l) para evaluar la

degradacion intracelular.

Se prepard el inéculo del cultivo con la bacteria crecida en medio TFL durante
24 h. Las células del in6culo se recolectaron por centrifugacion, se lavaron con
agua destilada y transfirieron al medio de cultivo optimizado para la produccion
de PHB. Para la utilizacién del PHB, se cosecharon y lavaron las células de 72
h. El sobrenadante obtenido después de centrifugar las células lavadas se
transfirio al medio fresco de utilizacion de PHB y se incubd durante 98 h. Se
midieron las concentraciones de fructosa, sulfato de amonio, biomasa y PHB, y
se prepararon muestras para observar en microscopia optica y microscopia

electronica de transmision.

3.6.2 Procesamiento de imagenes MET

Las imagenes tomadas por MET se sometieron a una serie de pasos a fin de
determinar areas celulares y de los granulos. El tamafio de las células por la
medicion del area que ocupa cada una en el corte de la muestra se proceso de
la siguiente manera:

1. Filtrado y aumento del contraste de la imagen con Matlab.

2. Binarizacién con método de Otsu con Matlab.

3. Rellenado y limpieza mediante elementos estructurales con Matlab.

4. Particulas obtenidas con comando “analiza particles” Image-J.
Las imagenes se sometieron a pasos similares para determinar el tamafo de los

granulos de PHB:

1. Binarizacién de la imagen sin rellenado de agujeros mediante el software
Matlab.

2. Superposicién de imagen TEM original y la imagen binarizada mediante
software Matlab.

3. Acondicionamiento imagen Image-J.

4. Particulas obtenidas con comando “analize particles” Image-J.

Esta tarea se realizd en colaboracion con la Ing. Biomédica Ana Heidenreich.
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4. Resultados y Discusion
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4.1 Perhil tipico del cultvo de C. necator ATCC 17697

Las pruebas preliminares para estudiar el crecimiento de C. necator ATCC 17697
en medio mineral con fructosa o glucosa (15 g/l) determinaron la evolucién de

biomasa y fuente de carbono que se ilustra en la Fig. 4.1.1.
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Figura 4.1.1: a) Produccion de biomasa de C. necator ATCC 17697 en medio
mineral con fructosa (¢) y glucosa (¢); b) Consumos de fructosa (A) y glucosa
(D).

C. necator ATCC 17697 no mostré consumo de glucosa y crecimiento hasta las
28 h. A las 52 h el cultivo comenzé consumir la fuente de carbono y crecer
lentamente. A las 72 h logré consumir 5 g/l de glucosa con poca produccion de
biomasa de 0,64 + 0,18 g/l y un rendimiento de biomasa en funcion de glucosa

(Y ws2) de 0,11 g/g.

Un perfil diferente se obtuvo para el crecimiento de cultivo en el medio mineral
con fructosa, donde se produjo 5,35 + 0,10 g/l de biomasa con un consumo total
de substrato durante las 72 h. El rendimiento de biomasa en funcién de fructosa
(Yws1) alcanzo el maximo de 0,39 g/g a las 52 h. El crecimiento de C. necator
ATCC 17697 y su rendimiento en funcion del sustrato es muy superior en el
medio con fructosa que con glucosa. Por lo tanto, se seleccion6 fructosa como
fuente de carbono de grado analitico para el crecimiento de C. necator ATCC
17697 y produccion de PHB.
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Para obtener el perfil tipico de crecimiento y acumulacién de PHB, se realizé la
fermentacién de C. necator ATCC 17697 en medio mineral con fructosa 15 (g/l)
como fuente de carbono y sulfato de amonio 1,5 (g/l) como fuente de nitrégeno
(Fig. 4.1.2). Se monitored el consumo de fructosa, sulfato de amonio, descenso

de pH, produccion de biomasa y acumulacién de PHB a intervalos de tiempos
regulares.
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Figura 4.1.2: Perfil de crecimiento de C. necator ATCC 17697 en medio de cultivo con
fructosa 15 g/l, incubada a 30 °C, 150 rpm, durante 72 horas, donde (¢) biomasa total,
(o) biomasa residual y (e) PHB, (m) sulfato de amonio, (A) fructosa y (o) pH.

Segun la curva de biomasa residual, se observé una fase lag de 6 horas, luego
comenzo la fase exponencial, hasta que finalmente, entre las 50 y 72 horas el
cultivo entré en fase estacionaria. EI consumo de fructosa y de sulfato de amonio
correlacionaban con el crecimiento bacteriano y la consecuente acumulacion de
polimero. ElI pH disminuyé a lo largo de todo el proceso fermentativo. La
acumulaciéon de PHB comenzé con la fase exponencial y sigue aumentando en
la fase estacionaria. En esta etapa el sulfato de amonio ya esta agotado y se
observd un notable consumo de fructosa. La biomasa total aumento, desde las

53 hasta las 72 horas, debido a la acumulacion de PHB dentro de las células,
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cuando la biomasa residual se mantiene constante. Por lo tanto, el crecimiento
de C. necator ATCC 17697, puede dividirse en tres etapas, una primera fase lag,
una segunda fase de crecimiento bacteriano con acumulacion de PHB y una
tercera fase de acumulacion de PHB. En esta etapa, la division celular ya finalizé
y las células estan en un metabolismo de acumulacién de polimero intracelular,

inducido por el estrés de limitacion de N y el exceso de la fuente de carbono (1).

Las micrografias TEM de C. necator cultivado durante 72 h revelaron la
formacion de 2 a 4 granulos de PHAs de forma esférica con diametro maximo de
0,3 ym. Se observo la coalescencia de granulos, que podian dar lugar a un
granulo unico de 0,51 ym de diametro (Fig. 4.1.3).

Figura 4.1.3: Micrografia TEM de los granulos intracelulares de PHAs acumulados en
las células de C. necator ATCC 17697 durante 72 h (20000X).

La productividad (PeHs), el rendimiento de producto en funcion de biomasa (Yr/x)
y el rendimiento de producto en funcion de fructosa (Yris) son maximos a las 72
h en el final de la fase de acumulacion del polimero, con valores de 0,34 g/g y
0,14 g/g y 0,03 g/(l.h), respectivamente. En cambio, el rendimiento Yxs es
maximo a las 48 h, con un valor de 0,47 g/g, en la fase de crecimiento bacteriano
(Tabla 4.1.1).

Tabla 4.1.1: Rendimientos y productividades a distintos tiempos de cultivo C. necator
ATCC 17697 (escala de Erlenmeyer).
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Tiempo Yeix Yeis Yxis PrHs
h g/g 9/g 9/g g/(l.n)
24 0,27 0,11 0,39 0,03
48 0,23 0,11 0,47 0,02
72 0,34 0,14 0,42 0,03

Por lo tanto, se seleccioné el tiempo de incubaciéon de 72 horas para el estudio

de optimizacion de los componentes del medio de cultivo.

4 1.1 Referencias

1. Lopez-Cuellar MR, Alba-Flores J, Rodriguez JNG, Pérez-Guevara F.

Production of polyhydroxyalkanoates (PHAs) with canola oil as carbon source.
Int J Biol Macromol. 2011;48(1):74-80.
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4.2 Produccion de PHB en Erlenmeyer

El in6culo y las variables del medio de cultivo con fructosa se optimizaron
mediante disefio de experimentos. Una de las opciones mas populares es el
disefio Plackett-Burman, como método de seleccién de las variables principales,
seguido de un método de optimizacién de los factores principales. Sin embargo,
este disefio de seleccion solo puede estimar los factores principales, y los
términos que toman en cuenta las asociaciones entre ellos se confunden con los
efectos principales u otras asociaciones, pero no se determinan individualmente
(2). La metodologia de superficie de respuesta (RSM) es un tipo de técnica
estadistica para disefiar experimentos, evaluar |la importancia relativa de varias
variables independientes y determinar las condiciones O6ptimas para las
respuestas deseables (3). En este trabajo se optimizé inicialmente el in6culo
mediante el disefio Doehlert acoplado a RSM y luego se buscaron las variables
significativas de los componentes del medio de cultivo y se optimizaron las
mismas mediante un disefio factorial completo (“Full Factorial Design” o FFD),

acoplado a la metodologia RSM.

4.2.1 Analisis y optimizaciéon del inéculo - disefio Dohelert

Se aplicé un disefo de experimentos de Doehlert para optimizar dos variables
del in6culo, su edad (E) y porcentaje (P), al momento de ser inoculados en el
medio de cultivo (Ver seccién 3.3.1). Para cada tiempo (0, 24, 48 y 72 h) se
realiz6 una regresion polindmica acorde al modelo estadistico planteado,
obteniéndose cuatro ecuaciones y sus respectivas superficies de respuesta
(Figuras 4.2.1y 4.2.2).

Las ecuaciones polindmicas obtenidas son las siguientes:

PHBo = 0,037+ 0,009.E + 0,026.P + 0,006.E.P - 0,013.E2 + 0,003.P?

La superficie a tiempo O refleja la cantidad de PHB acumulado en las células
sembradas en el inéculo. (Fig. 4.2.1 a)

PHB24= 0,710 - 0,043.E + 0,068.P + 0,166.E.P - 0,064.E? - 0,384.P?

A las 24 horas la produccion de PHB se vio influenciada principalmente por el
valor cuadratico del porcentaje de inGculo, como se observa claramente en la fig.
421b.
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PHB4s = 2,225 + 0,063.E - 0,126.P + 0,337.E.P - 0,074.E2- 0,147.P?

Luego, a las 48 horas, la asociacion de ambos factores influy6 en la produccion.
(Fig. 4.2.1 ¢)

PHB72= 2,133 - 0,003.E + 0,031.P + 0,189.E.P + 0,58.E2 + 0,364.P2
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Figura 4.2.1: Superficies de respuesta de disefio Doehlert: a) acumulacion de PHB a las
0 horas, b) a las 24 horas, c) a las 48 horas y d) a las 72 horas. Cada uno de los puntos

experimentales se visualizan en cada una de las superficies de respuesta.

A las 72 horas de cultivo, en el punto central del diseho, la acumulaciéon de PHB
comenzé a disminuir debido a la degradacién intracelular de PHB producida en

la fase estacionaria (Fig. 4.2.1 d).

La acumulacién de PHB aumenta a medida que progresa la fermentacion, puede
observarse en la relacion entre las superficies de respuesta que se muestra en
la Figura 4.2.2. Dado que el maximo se halla en el borde del disefio, se estudio
si el crecimiento y produccion de PHB eran mayores con mayores

concentraciones de inoculo (7 % y 10 %); no se observaron mayores
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concentraciones de biomasa ni de PHB. Por lo tanto, para los siguientes

experimentos se utilizé el in6culo de 24 h al 5 %.

:
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Figura 4.2.2: Superficies de acumulacion de PHB a las 0, 24,48 y 72 h.

4.2.2 Evaluacion y optimizacion del medio del cultivo - FFD y RSM

Se realizd la evaluacion y optimizacion los componentes del medio de cultivo
para la produccion de PHB por C. necator mediante el disefio de experimentos
FFD (Ver seccion 3.3.2). De los componentes del medio de cultivo utilizado para
la bacteria C. necator ATCC 17697 se seleccionaron la concentracion de
fructosa, como unica fuente de carbono (C), la concentracion de sulfato de
amonio, como unica fuente de nitrégeno (N), el pH inicial del medio de cultivo, la
concentracion de la solucién fosfatos (P) (como la suma de iguales
concentraciones de fosfato diacido de potasio y fosfato monobasico de sodio) y
la concentracion de solucion micro-elementos (M). Excepto la concentracidon de
sulfato de magnesio, que se utiliza en muy bajas cantidades, se analizaron todas

las variables del medio de cultivo.

La Tabla 4.2.1 muestra los valores de los coeficientes en unidades codificadas y
no codificadas de la ecuacion polindmica de segundo orden. Se utilizo el analisis
ANOVA para estimar los parametros estadisticos, con un valor de significacion
p<0,05.

La bondad de ajuste del modelo se puede comprobar por la variabilidad
porcentual en los valores y que se explica por el modelo (R?) y por R? ajustado
(R? Aj.). R? cae entre 0 y 1. R? Aj. es el valor de R?, ajustado hacia abajo para un

mayor nimero de variables en el modelo, lo cual es util que R? para evaluar el
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ajuste de un modelo de regresién multiple. Normalmente, R?> 0,9 se considera
un modelo de correlacion muy alta, y si 0,7 < R? < 0,9 se considera un modelo
de correlacion alta (4,5). El ajuste R? de 80,6 significa que el modelo encajaba
muy bien y puede predecir satisfactoriamente la respuesta experimental.

Tabla 4.2.1 Analisis estadistico de las variables analizadas en el disefio experimental
FFD. La superficie de respuesta se obtiene con los coeficientes de las variables en las
unidades codificadas. Concentracion de fructosa (C); concentracion de sulfato de

amonio (N); pH inicial del medio; concent racién de la solucion de fosfatos (P);
concentracion de la solucién de microelementos (M).

- Coeficientes en
Coeficientes en

Variable ; Error estandar Valor p unidades no
unidades cod.

cod.
Constante 4.1493 0.19137 <0.001 -39.3042
C 0.0726 0.05652 0.204 2.5411
N -0.5674 0.0586 <0.001 -2.8322
pH 0.5052 0.0586 <0.0001 2.0879
P 0.0898 0.0586 0.131 1.4618
M 0.0905 0.0586 0.128 -1.3090
c*C -1.7424 0.28408 <0.001 -0.0697
N*N -0.1797 0.21797 0.413 -0.3195
C*N 0.0027 0.0586 0.963 0.0007
C*pH 0.1007 0.0586 0.091 0.0403
C*P -0.0490 0.0586 0.407 -0.0025
C*M -0.0064 0.0586 0.913 -0.0013
N*pH -0.1090 0.0586 0.068 -0.2907
N*P -0.1143 0.0586 0.056 -0.0380
N*m 0.0651 0.0586 0.271 0.0868
pH*P -0.3839 0.0586 <0.001 -0.1920
pH*M 0.0767 0.0586 0.196 0.1534
P*M 0.0780 0.0586 0.188 0.0195

R?=85.10% R?Aj.=80.60%  SD=0.4688

Es importante senalar que no todas las variables afectan el desempefio de la
misma manera. Algunos pueden tener una influencia fuerte, media o nula en el
rendimiento de la produccion (6).
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El modelo de mejor ajuste resulté cuadratico en C, lineal en N y pH y con
interaccion en pH y P, siendo el pH el mas significativo (p<0.0001). La interaccion
entre N y P se encuentra en una situacion limite (p=0.056). La variable M resulto
no significativa, junto con todas sus interacciones. Por lo tanto, una
concentracion minima y necesaria de solucién de microelementos en el medio
de cultivo de C. necator ATCC 17697, es suficiente para obtener una éptima
concentracion de biomasa y PHB. Este resultado difiere de lo obtenido por
Grothe y colaboradores con un disefio similar pero con otra especie, Alcaligenes
latus, donde a partir de las mismas variables, la solucion de microelementos

resultd una de las variables significativas (7).

La estandarizacién de los coeficientes a través de la expresion de las variables
codificadas permite comparar las magnitudes de los coeficientes y establecer
cuanto influyen en la respuesta. El término constante indica la produccién de
PHB en el centro del disefio. La variable con el coeficiente estandarizado de
mayor magnitud, resulté el carbono en su término cuadratico (-1.7424). Ny pH
tienen coeficientes estandarizados de valores similares, aunque de signos
contrarios (-0.5674 y 0.5052 respectivamente). Alto pH y baja concentracién de
N tienen la misma influencia en la produccion de polimero dentro de los limites
utilizados en el disefio. La ecuacién polindmica ajustada se representa mediante
graficos de superficie tridimensional para visualizar la relacion entre la respuesta
y los niveles experimentales de cada factor utilizado en el disefio. Cada superficie
se construyé utilizando dos variables significativas, con valores fijos para las

demas. Los resultados resumidos en la Tabla 4.2.1 se ilustran en la Figura 4.2.3.

La produccion de PHB se incrementa a valores altos de pH (Fig. 4.2.3 a) y valores
bajos de N (Fig. 4.2.3 b). La unica interacciodn significativa es entre P y pH. De
hecho, cuando el valor del pH es minimo y la concentracién de P aumenta, la
produccion de PHB también aumenta. Esta pendiente positiva disminuye a
medida que aumenta el pH. Cuando el pH alcanza su valor mas alto, la pendiente
de produccion de PHB en funcién de P se vuelve negativa (Fig. 4.2.3 c). El factor
asociado a la contribucién cuadratica de la fuente de carbono tiene su maximo
en las proximidades del punto central. Asi, la produccion maxima de PHB se

produce cuando la variable fructosa tiene un valor de 20 g/l (Fig. 4.2.3 a, b).
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C 25

Valores fijos: P =8; pH=7; M= 2

d
¢ N oH P M
+ 25 3 75 12 3
Max PHB 20 15 15 875 24
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PHB maximo

Y=5,1723

Valores fijos: C = 20; N= 2.25; M= 2

Figura 4.2.3: Superficies de respuesta del disefio FFD. Producciéon de PHB en funcion
de C y pH (a) en funcién de C y N (b) y en funcién de P y pH (c). Coordenadas para la
zona de maxima produccién de PHB (d).

El modelo ajustado presenta un maximo en C=20,4, N=1,50, pH=7,5, P=8,74,
M=2,45 con un valor maximo previsto de PHB = 5,17 + 0,62. Se observa que el
punto de producciéon O6ptima de PHB se encuentra dentro de la regidn
experimental (Fig. 4.2.3 d).

4.2.3 Validacion

La validacion de las condiciones 6ptimas previstas a través de RSM es crucial
(8). Para ello, es importante que la evaluaciéon del medio de cultivo optimizado
se realice en las mismas condiciones experimentales que las utilizadas para

obtener los datos experimentales del RSM. Vale la pena notar que las
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fermentaciones en biorreactores no pueden ser consideradas para la validacién
ya que conducen a producciones de PHB diferentes a nuestros datos
experimentales porque las estrategias de control son modificadas, por ejemplo,

regulacion del pH, agitacion, aireacion, etc. (5).

Para validar el modelo se consideraron tres puntos: el maximo y dos puntos en
su entorno, cada condicion se realizd por duplicado en Erlenmeyer, bajo las
mismas condiciones de cultivo que en el disefio experimental. Los resultados
experimentales se encuentran dentro de los limites del intervalo de confianza
para el valor predicho (Tabla 4.2.2).

Tabla 4.2.2: Validacion del modelo de superficie de respuesta, junto a los valores
experimentales, para dichos puntos.

C N pH P M  Valor predicho Valor experimental

g/l g/l - g/l g/l g/l g/l

20 1.5 7 8 2 4.35+0.59 4.39 + 0.07
20 3 7 8 2 3.40 £ 0.59 3.50 £ 0.29
20 1.5 75 8.75 2 5.17 £ 0.62 4.59 + 0.04

El valor experimental del punto optimizado de 4,6 g/l de PHB, correspondiente a
un contenido de PHB del 70 %, es el maximo valor obtenido experimentalmente
en todo el disefio (Tabla 4.2.3).

4.2.4 Analisis de rendimientos y productividades

En la Tabla 4.2.3.a se presenta la matriz del disefio factorial completo y el punto
optimizado y validado. Se eliminé de la matriz la variable M, por ser no
significativa, segun los resultados del paragrafo anterior. La Tabla 4.2.3.b
muestra los valores de las mediciones del cambio de pH y fructosa, y de la
produccion de biomasa y PHB a las 72 horas de fermentacion de los puntos
experimentales. En la Tabla 4.2.3.c se presentan los rendimientos y la

productividad calculados de cada uno de los procesos.
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Tabla 4.2.3: a) Matriz de disefio: Exp, numero de experimento (c, punto central, Op;
punto optimizado. b) Mediciones analiticas de las fermentaciones a las 72hs: cambio de
pH del medio (A pH), fructosa consumida (AC), biomasa total (X), produccién de PHB.
c) Rendimientos y productividades de los procesos fermentativos.

a) b) c)
Exp C N pH P ApH AC X PHB Yeix Ypis Yxis Pers
- g/l gl - g/l - gl gl 4l g/g 4g/g g/lg glh
c 20 225 7 8 09 187 6.8 4.0 0.59 0.21 0.36 0.06
1 15 15 65 4 23 85 24 13 0.55 0.16 0.28 0.02
2 15 15 65 12 04 147 42 3.1 0.73 0.21 0.29 0.04
3 15 15 75 4 1.2 143 52 31 0.60 0.22 0.36 0.04
4 15 15 75 12 05 133 51 28 0.54 0.21 0.38 0.04
5 15 3 65 4 22 78 23 13 0.58 0.17 0.29 0.02
6 15 3 65 12 1.3 138 47 14 0.30 0.10 0.34 0.02
7 15 3 75 4 29 145 52 24 0.46 0.17 0.36 0.03
8 15 3 75 12 1.2 138 47 1.0 0.21 0.07 0.34 0.01
9 25 15 65 4 22 89 25 14 0.57 0.16 0.28 0.02
10 25 15 65 12 04 106 48 28 0.58 0.27 0.46 0.04
11 25 15 75 4 1.3 181 6.6 4.5 0.68 0.25 0.36 0.06
12 25 15 75 12 05 155 54 28 0.51 0.18 0.35 0.04
13 256 3 65 4 22 100 22 1.1 0.51 0.11 0.22 0.02
14 25 3 65 12 06 117 40 1.1 0.27 0.09 0.34 0.01
15 26 3 75 4 33 152 48 21 0.44 0.14 0.31 0.03
16 25 3 75 12 09 185 80 24 0.30 0.13 0.43 0.03

Op 20 15 75 8.75 09 147 65 46 0.70 0.31 0.44 0.06

Los protones (H+) se producen durante el crecimiento de la biomasa,
disminuyendo el pH de la solucién del medio mineral; por lo tanto, el medio
necesita ser neutralizado usando tampones alcalinos o de fosfato para mantener
el pH en el nivel 6ptimo para el crecimiento de C. necator (9). Mediante el analisis
RSM, la interaccién entre el pH inicial y los amortiguadores de fosfato resulté
significativa. A continuacion, se analiza la influencia de estas variables en el pH
final, el consumo de fructosa, la biomasa y la produccién de PHB, asi como el

rendimiento y la productividad de los valores experimentales.

En todos los experimentos impares la concentracion de P esta en su nivel menor.
Los experimentos 1, 5, 9 y 13 donde el pH inicial es 6,5, el pH final llega a valores

muy bajos, cercanos a 4, con la minima produccion de biomasa y como
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consecuencia una baja produccion de PHB, 2,2-25 g/l y 1,1-1,5 g/,
respectivamente. Esto también coincide con el poco consumo de fructosa en los
mismos, entre 7,8 y 10 g/l. En los experimentos 3,7, 11 y 15 el pH inicial es de
7,5, lo que permite una buena produccion de biomasa y PHB, 4,8-6,6 y 2,1-4,5
g/l, respectivamente, consecuente con un alto consumo de fructosa 14,3-18,1
g/l. Al comenzar a pH mas alto, permite que el pH permanezca practicamente
constante durante mas tiempo, por lo que se supone que la caida repentina del
pH se produce hacia el final de la fermentacién, sin afectar a la produccién de
biomasa. Por lo tanto, un pH inicial de 6,5 y el rapido descenso a un pH cercano
a 4, limita el crecimiento bacteriano y produccion de PHB. Esto coincide con un
estudio de Beaulieu y colaboradores, quienes reportaron que el crecimiento de

C. necator era inhibido cuando el pH descendia a menos de 5.4 (10).

En los experimentos pares, donde el nivel de P es alto, no se produce un gran
descenso del pH independientemente del pH inicial. Por lo tanto, la solucién de
fosfato actua como regulador de pH. En todos estos experimentos se observa
una buena produccion de biomasa, entre 4,5 y 8 g/l, pero con distintos
rendimientos Yp/ix. En los experimentos 6, 8, 14 y 16, cuando N y P se combinan
en el nivel mas alto, el rendimiento Yr/x es minimo de 0,21 a 0,30 g/g. Esto se
debe a que no hay un nutriente limitante en el medio de cultivo que induzca la

produccion de PHB.

En este trabajo el pH inicial 6ptimo resulté 7,5. Combinado con la solucion de P
en una concentracion de 8 a 12 g/l permite tener un pH cercano a 7 durante toda
la fermentacion. Ademas, la interaccién P-pH fue significativa. Sin embargo, la
concentracion de P en niveles altos (12 g/l) reduce la produccién de PHB. Por lo
tanto, es importante que la concentracion de P esté a un nivel adecuado, de
modo que regule el pH y al mismo tiempo no sea demasiado alta para inhibir la
produccion del biopolimero. Esto asegura tanto el crecimiento microbiano como
la acumulacion de PHB. La limitacién de nitrégeno promueve la produccion de
PHB en C. necator, sin embargo, deberia ser suficiente para permitir un buen
crecimiento microbiano adecuado (1). En este trabajo se determiné que el nivel
menor de N, correspondiente a 1,5 g/l de sulfato de amonio, permite una buena

produccion de biomasa con la maxima produccién de PHB.
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El término cuadratico de C resultd ser la variable con el mayor coeficiente. La
concentracion carbono 6ptima para la produccion de PHB en sistema batch en
Erlenmeyer por C. necator resultdé 20 g/l de fructosa. Esto es coherente con el
consumo maximo de fructosa medido (18,7 g/l), incluso para los experimentos
con la mayor concentracion inicial de fructosa (25 g/l). Estos resultados se
corresponden con valores publicados previamente (9,11). Mozumder vy
colaboradores demostraron que la tasa de crecimiento especifica de C. necator
disminuye significativamente para concentraciones de fuentes de carbono

superiores a 20 g/I.

El contenido de PHB esta entre 1 y 3 g/l en la mayoria del disefio, excepto, en
los puntos central, 11 y optimizado, que es igual o superior a 4 g/l. Los maximos
valores estan en los experimentos 11 y el optimizado, de 45 y 4,6 g/,
respectivamente. En estos experimentos, también se obtuvieron los maximos
rendimientos Yp/xde 0,68 y 0,70 g/l, equivalentes a un 68 y 70 % de acumulacién

de PHB, debido a las concentraciones 6ptimas de fructosa y sulfato de amonio.

La relacion de carbono y nitrégeno (C/N) es una variable muy importante a
considerar durante la produccién de PHA (12). Por lo tanto, en el punto
optimizado se calcul6 el valor de la relacion (C/N) de 25. Por otro lado, en el
punto 6ptimo, con esta relacion de C/N, todos los rendimientos y productividad
calculados para el proceso fermentativo eran maximos, con la mayor diferencia
respecto a los otros valores experimentales, el rendimiento Ypis. Este hecho
indic6 mejor aprovechamiento de la fuente de carbono en la produccion de
biopolimero con menor gasto del substrato. Por lo tanto, la relacion C/N 25:1 se

mantendra en mayores escalas de produccion de polimero.

4.2.5 Progreso de la produccion de PHB

En los experimentos iniciales la produccion de PHB fue de 1,9 g/l. En la
optimizacién del inéculo la concentracion de PHB maxima predicha por el modelo
fue de 3,7 g/l para un in6culo de 24 h al 5 %. Finalmente, el valor experimental
del punto optimizado de 4,6 g/l de PHB, correspondiente a un contenido de PHB
del 70 %, es el maximo valor obtenido experimentalmente en todo el disefio FFD
para las concentraciones: C=20,4, N=1,50, pH=7,5, P=8,74, M=2,45 (Tabla
4.2.4)

94



Tabla 4.2.4: Progreso de la produccion de PHB a través de los disefios de experimentos.

Experimento PHB (g/)
Inicial 1,9
Doehlert - RSM 3,7
FFD - RSM 4,6

La sintesis de PHB por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa aumento casi

en 2,5 veces hasta 4,6 g/l, mediante la metodologia de disefo de experimentos.

4.2.6 Cinética de la produccion de PHB en medio optimizado

Para determinar la velocidad especifica de crecimiento (u) de C. necator en
medio optimizado en Erlenmeyer se tomaron muestras de biomasa cada hora y
media o dos horas, entre las 14 y 24h para la fase exponencial y entre las 36 y
69 h para la fase estacionaria. Se graficé el logaritmo natural (In) de la biomasa
en funcién del tiempo de fermentacion y se seleccionaron los puntos que
pertenecen a la fase exponencial y la fase estacionaria para calcular la velocidad

especifica correspondiente (Fig. 4.2.4).
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Figura 4.2.4: Biomasa y Ln de biomasa en funcion del tiempo.
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La velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial (u1) resultdé 0,115
+ 0,05 h™', calculado a partir de 5 puntos experimentales, con 3 grados de libertad
y un R? ajustado de 0,993. La velocidad especifica en la fase estacionaria, a la
que llamaremos velocidad de produccion de PHB (u2) resulté 0,006 + 0,0005 h-'
calculado a partir de 10 puntos experimentales, con 8 grados de libertad y un R?
ajustado de 0,943 (Tabla 4.2.5). Esto es diferente a lo que ocurre en un
microorganismo tipico donde en la fase estacionaria la velocidad especifica de
crecimiento es cero. Esto se debe a que es un organismo acumulador de
biopolimero. En efecto, la biomasa residual permanece constante, sin embargo,
la biomasa total aumenta, por la acumulacién de polimero, haciendo que la
velocidad especifica sea diferente de cero. Ademas, se estima que este valor
podria aumentar si las condiciones de la fermentacién son favorables.

Tabla 4.2.5: Calculo de p mediante regresion lineal de las fases exponencial y
estacionaria.

Fase exponencial Fase estacionaria
Ecuacion 1 y1=ai+Dby.x Ecuacion 2 yo=az+ by. X
Valor Error estandar Valor Error estandar
as -1,5561 0,09779 az 1,71594 0,02674
b= 0,11552 0,00472 b2 =, 0,00627 0,00051
Estadistica Ln (biomasa) Estadistica Ln (biomasa)
5 Numero de puntos 10 Numero de puntos
3 Grados de libertad 8 Grados de libertad
0.00172 Suma residual de 0,00288 Suma residual de
cuadrados cuadrados
0,99336 R? ajustado 0,94267 R? ajustado
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4.3 Produccion de PHB en biorreactor de laboratorio

4.3.1 Fermentaciones batch

LEfecto de [a airreacion

Se cultivo la bacteria C. necator ATCC 17697 en un biorreactor con 4 | de medio
optimizado en escala de Erlenmeyer, a una agitacion constante de 500 rpm, a
30 °C durante 72 h, sin regulacion de pH. Para analizar si la limitacion de oxigeno
beneficia la producciéon de biopolimero, se realizd una fermentacion sin
suministro de aire. En efecto, la fermentacién comenzo con el aire contenido en
el biorreactor, pero no se aired externamente, de modo que una vez que los
microorganismos lo consumieron, la fermentacién se encontré limitada en Oz. El

O2 disuelto se consumio totalmente a las 24 h.
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Fig. 4.3.1: Fermentacién batch 1 en biorreactor. C. necator ATCC 17697 cultivado en
medio optimizado sin aireacion. Medicidén de las concentraciones de sulfato de amonio
(m), fructosa (A ), biomasa total (#), biomasa residual (o) y PHB (e) y de oxigeno disuelto

() y pH (o).

El cultivo consumié 15 g/l de fructosa durante toda la fermentacion. Se

produjeron 2,3 g/l de biomasa, con un contenido de PHB muy bajo, de 0,4 g/l.
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Los rendimientos Yris y Yxis alcanzaron a las 48 h sus valores maximos: 0,39 g/g
y 0,10 g/g, respectivamente. La produccion de PHB resulté escasa durante toda
la fermentacion, la productividad volumétrica fue de 0,01 hasta las 72 h y tendi6
alOalas 76 h (Tabla 4.3.1).

Tabla 4.3.1: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la
fermentacion batch 1.

Tiempo Yeix Yeis Yxis PprHB
h g/g g/g /g g/(l.h)
0 0,29 - - -
24 0,30 0,03 0,12 0,01
48 0,25 0,10 0,39 0,01
56 0,20 0,06 0,28 0,01
72 0,20 0,03 0,16 0,01
76 0,15 0,02 0,15 0,00

El rendimiento de Ypix fue de 0,29 g/g el inicio de la fermentacion. Este valor
resultdé similar al calculado Erlenmeyer de 0,20 g/g. A partir de las 48 h Ypix
disminuyd, hasta llegar a 0,15 g/l a las 76 h de fermentacion. Este hecho indica
que el agotamiento del oxigeno en el biorreactor no solo no induce el
almacenamiento de PHB, sino que disminuye el rendimiento de producto en

funcién de la biomasa.

A modo comparativo, se realizé una segunda fermentacion con el mismo medio
de cultivo y bajo las mismas condiciones: agitacion constante de 500 rpm, a 30
°C durante 72 h y sin regulacion de pH, pero con aireacion de 1,5 Ipm (Fig. 4.3.2).
Los rendimientos y productividades se muestran en la Tabla 4.3.2.
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Fig. 4.3.2: Fermentacion bafch 2 en biorreactor. C. necator ATCC 17697cultivado en
medio optimizado con aireacion. Medicion de las concentraciones de: sulfato de amonio
(m), fructosa (A ), biomasa total (¢), biomasa residual (o) y PHB (e) y de Oxigeno disuelto

(-) y pH (9).

Tabla 4.3.2: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la

fermentacion batch 2.

Tiempo Yerix Yeis Yxs PrHB
h g/g g/g g/g g/(l.h)
0 0,25 - - -
4 0,25 0,01 0,05 0,00
22 0,26 0,07 0,27 0,01
30 0,61 0,19 0,32 0,04
46 0,67 0,23 0,34 0,05
52 0,65 0,21 0,32 0,05
58 0,67 0,18 0,27 0,04
72 0,74 0,24 0,32 0,05

La aireacion constante permitié que el valor de Oz disuelto se mantuviera arriba

del 45 % de saturacion durante toda la fermentacién. Con un consumo de

fructosa similar al determinado durante la fermentacion batch 1, se produjo el

doble de biomasa y aumentd significativamente la concentracion de PHB. Se
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produjeron 4,6 g/l de biomasa y 3,4 g/l de PHB. Por lo tanto, el agotamiento de
oxigeno en la fermentacion, limita el crecimiento bacteriano y la acumulacion de
PHB. Los rendimientos Yrss e Yxis resultaron maximos a las 46 h, con valores de
0,23 g/g y 0,34 g/g, respectivamente (Tabla 4.3.2). La productividad volumétrica
oscilé entre 0,04 y 0,05 g/l entre las 30 y 72 h. El rendimiento Yprx comenzé a
aumentar a las 30 h, y alcanzé su maximo al final de la fermentacion. A las 72 h
el Yrix fue de 0,74 g/g

Agritacion regulada por oxigeno disuelto

Con el estudio anterior se confirmé que para el crecimiento bacteriano y la
consecuente produccion de PHB es esencial que el cultivo se realice en
presencia de oxigeno. A continuacion, se describe una estrategia de
fermentacién basada en una cascada de agitacion, que permite regular la

concentracion de oxigeno para una buena produccién de PHB.

Para optimizar la produccién de biomasa y acumulacion de biopolimero en
funcion de la aireacion, se realizdé una fermentacién en la que se comenzo6 con
aireacion de 1 Ipm y agitacion a 350 rpm. De esta manera, al inicio de la
fermentacioén, el oxigeno disuelto estd en 100 % de saturacion. Durante el
proceso productivo este valor empieza disminuir debido al rapido crecimiento del
cultivo. A las 13 h llega a 0 % de saturacion, es decir, la cantidad oxigeno
disuelto que ingresa al biorreactor es igual a la que consume el cultivo
bacteriano. A partir de las 22 h de fermentacion se aplicdé una cascada de
agitacion entre 300 y 400 rpm, programada para aumentar las revoluciones
mientras que el Oz disuelto sea menor a 25% y sostenerse en 400 rpm para

concentraciones de O2 mayores (Fig. 4.3.3 a).
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Fig. 4.3.3: Fermentacién batch 3 en biorreactor. C. necator ATCC 17697 cultivado en
medio optimizado con aireacion regulada por el O, disuelto. a) Perfiles de pH,
temperatura, agitacion y oxigeno disuelto entregado por el software del equipo. La flecha
indica el inicio de la cascada de agitacién en funcion del oxigeno disuelto; b) Medicién
de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (A), biomasa total (¢),
biomasa residual (o) y PHB (e).

El crecimiento de C. necator ATCC 17697 durante fermentacion batch 3 en
biorreactor, puede dividirse en tres etapas (Fig. 4.3.3 (b)). Una fase lag, o de
adaptacion del cultivo bacteriano al medio de cultivo (duracion 5 h), una fase de
crecimiento bacteriano y acumulacién de PHB (duracion 24 h) y una fase
estacionaria donde ya no hay division celular, pero si acumulacién de PHB
(duracién 2 h). El consumo de fructosa y sulfato de amonio se correlaciona con
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el crecimiento bacteriano y la consiguiente acumulacion del polimero. La
acumulacion de PHB comienza en la fase exponencial inicial y continua
aumentando hasta que el organismo alcanza la fase estacionaria a las 31 h,
donde el crecimiento y la acumulacion de PHB alcanzan su maximo de 7,9 £ 0,05
g/l'y 3,4 £ 0,1 g/l, respectivamente. La productividad volumétrica fue de 0,11
g/(l.h). En esa instancia, ya se habia consumido totalmente el sulfato de amonio
y se observa un consumo significativo de fructosa. La concentracion de biomasa
y la productividad del polimero aumentaron significativamente, en comparacion
con los valores obtenidos en Erlenmeyer durante 72 h, 6,5 g/l y 0,06 g/(l.h),
respectivamente (Tabla 4.2.4). Los maximos rendimientos de Ypis y Yp/x, asi
como la productividad volumétrica de PHB, fueron entre las 29 y 31 h, en la fase
de acumulacion de polimero, mientras que el maximo rendimiento de Yxs se
observo entre las 22 y 29 h, en la fase de mayor produccién de biomasa (Tabla
4.3.3).

Tabla 4.3.3: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la
fermentacion batch 3.

Tiempo Yeix Yeis Yxis PrHs

h g/g g/g a/g g/(l-h)
0 0,20 - - -

5 0,21 0,01 0,05 0,01
22 0,35 0,15 0,41 0,08
29 0,41 0,17 0,43 0,11
31 0,42 0,16 0,39 0,11

Desde las 5 h hasta las 22 h la concentracion del sulfato de amonio disminuyd
de 1,3a0,18 g/l y el Yrix ascendi6 de 0,21 a 0,35. Puede observarse en la Tabla
4.3.3 que el rendimiento Yp/x comienza a aumentar cuando la concentracion del
sulfato de amonio en el medio de cultivo llega a cero. Por lo tanto, mediante el
control de la oxigenacion se logréo aumentar la cantidad de biomasa en menos
de la mitad de tiempo y se mantuvo la concentracién de PHB, en comparacién
con la fermentacion en escala de Erlenmeyer agitados. Sin embargo, la
acumulacion de PHB se detuvo sin llegar a su valor maximo por no haber mas

fuente de carbono disponible en el medio de cultivo. Es decir que el medio
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optimizado para la fermentacién en Erlenmeyer no resulté el mejor medio en el

biorreactor.

Los resultados de las estrategias, concentraciones de biomasa y PHB,
rendimientos y productividades, alcanzadas en cada una de las fermentaciones

realizadas hasta este punto se resumen en la Tabla 4.3.4.

Tabla 4.3.4: Estrategias, rendimientos y productividades de las distintas fermentaciones

. Medio de . PHB X P.PHB tira PPIHB t (P'PHB
Fermentacion Cultivo Estrategia final max max)
gl gl g/thy h  g/lh) h
Erlenmeyer 150 rpm 4.6 6,5 0,06 72 0,06 72
Batch 1 Sin aireacién 0,4 2 0,01 72 0,01 72
Batch 2 Optimizado ¢ ireacion 3.4 46 005 72 005 72
Batch 3 Agitacionreg. - 4 4 79 g4y 31 0,11 72

por Oz disuelto

Los sistemas de Erlenmeyer presentan al menos cuatro puntos débiles: i) el pH
no se controla durante la fermentacion, ii) la capacidad de transferencia de
oxigeno es deficiente, iii) puede producirse una evaporacién considerable
durante el cultivo y iv) el proceso de mezclado por agitacién puede no ser
uniforme. La realidad es que se han publicado pocas comparaciones rigurosas
del desempefio del medio de cultivo a diferentes escalas, y a menudo, en el
escalado, se debe cambiar la composicion del medio para aprovechar las

estrategias de control del proceso (1).

Electo de las fuentes de Cy N

Manteniendo la relacion C/N = 25, obtenida durante el proceso de optimizacién
en Erlenmeyer, se aumentaron un 50 % las concentraciones de fructosa y sulfato
de amonio. Por lo tanto, se comenzo con 30 g/l de fructosa y 2,25 g/l de sulfato
de amonio, las demas concentraciones de componentes del medio de cultivo se

mantuvieron iguales a los de batch 3.

La fermentacion comenzd con una agitacion inicial de 350 rpm y aireacion de 1
Ipm. A las 17 h se inicié la regulacién de la agitacion en cascada con el O2
disuelto. Inicialmente se reguld entre entre 300 y 400 rpm, y luego entre 200 y

350 para mantener el Oz disuelto cerca de 20% de saturacién (Fig. 4.3.4).
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Fig. 4.3.4: Fermentacion batch 4 en biorreactor. C. necator ATCC 17697 cultivado en
medio de cultivo de sales minerales con fructosa 30 g/l y sulfato de amonio 2,25 g/I. a)
Perfiles de pH, temperatura, agitacién y oxigeno disuelto entregado por el software del
equipo, la flecha gruesa indica el inicio de la cascada de agitacion en funcion del O;
disuelto; b) Medicién de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (A),
biomasa total (¢), biomasa residual (o) y PHB (e).

En el perfil de la fermentacidn batch 4 se visualizan las 3 etapas de crecimiento
de C. necator ATCC 17697. Primero la fase lag, en donde el Oz disuelto cambia
de 100 % a 0 % de saturacidén en 16 horas. En ese lapso se consumen 4 g/l de
fructosa y 0,1 g/l de sulfato de amonio y se producen 1,2 g/l de biomasa y 0,49

g/l de PHB. Luego comienza el crecimiento exponencial con acumulacion de
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polimero. Al inicio de esta etapa se enciende la cascada de agitacion que permite
aumentar la velocidad de consumo de sustratos. Durante las 6 horas siguientes
se consumieron totalmente el sulfato de amonio restante y 5 g/l de fructosa, la
biomasa y el PHB aumentan a 4,3 g/l y 1,4 g/l, respectivamente. La tercera etapa
comienza a las 22 h, con la limitaciéon de nitrégeno, que induce la acumulacion
de PHB; el rendimiento Yr/ix comienza a aumentar. El Ypix inicial es 0,20 g/g,
manteniendo su valor hasta las 19 h, con el agotamiento total de nitrégeno y el
aumento de Ypix hasta 0,34 g/g a las 22 h. (Tabla 4.3.5).

Tabla 4.3.5: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la
fermentacion batch 4.

Tiempo Yrix Yris Yxis PpHB
h g/g g/g g/g g/(l.h)
0 0,20 - - -
16 0,24 0,08 0,33 0,02
19 0,21 0,08 0,39 0,03
22 0,34 0,13 0,38 0,06
25 0,50 0,19 0,38 0,10
41 0,65 0,26 0,40 0,14
45 0,68 0,28 0,42 0,15
46 0,67 0,27 0,40 0,15
49 0,68 0,27 0,39 0,14
66 0,75 0,28 0,38 0,12
69 0,75 0,28 0,38 0,12

Durante la tercera etapa, la biomasa residual permanece relativamente
constante. Por lo tanto, el aumento de la biomasa total se debe exclusivamente
a la acumulacion de PHB. Puede observarse que la pendiente de crecimiento
exponencial, esto es la velocidad especifica de crecimiento con la que aumenta
la biomasa disminuye en la tercera etapa. La velocidad especifica de crecimiento
en la fase exponencial, la denominaremos J2 , y aparece debido a la acumulacién
intracelular de polimero, como se ha propuesto en la Seccién 4.2.4. Al cabo de
66 h de fermentacion se logré obtener 11,15 £+ 0,07 g/l de biomasa y 8,07 + 0,21
g/l de PHB. La productividad maxima, de 0,15 g/(l.h) se alcanzé entre las 41 y 46
h, con una concentracién de PHB entre 6,0 + 0,3 y 6,8 + 0,4 g/l. El rendimiento
Ypix alcanzoé los 0,72 g/g entre las 66 y 69 h, es decir que un 72 % de la biomasa

seca es PHB acumulado intracelularmente.
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La fermentacion se repiti6 bajo las mismas condiciones para evaluar la
repetitividad y reproductividad del proceso (batch 5); agitacion inicial: 350 rpm,
aireacion: 1 Ipm. La regulacion del Oz disuelto mediante cascada de agitacion se
encendié a las 25 h (Fig. 4.3.5).
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Fig. 4.3.5: Fermentacién batch 5 en biorreactor. C. necator ATCC 17697 cultivado en
medio de cultivo de sales minerales con fructosa 30 g/l y sulfato de amonio 2,25 g/l. a)
Perfiles de pH, temperatura, agitacion y oxigeno disuelto entregado por el software del
equipo, la flecha gruesa indica el inicio de la cascada de agitacién en funcion del O2
disuelto; b) Medicion de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (A),
biomasa total (#), biomasa residual (o) y PHB (e).
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Los rendimientos y productividades son comparables a los de la fermentacion
batch 4 (Tabla 4.3.5)

Tabla 4.3.6: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la
fermentacion batch 5.

Tiempo Yrix Yris Yxis PrHs
h g/g g/g g/g g/(l.h)
0 0,19
17 0,20 0,02 0,10 0,00
25 0,20 0,03 0,17 0,01
39 0,56 0,23 0,40 0,10
42 0,61 0,22 0,36 0,11
45 0,62 0,23 0,37 0,12
48 0,73 0,28 0,39 0,14
63 0,67 0,26 0,39 0,12
65 0,68 0,26 0,39 0,12

El rendimiento Yrix aumentd de 0,20 a 0,56 g/g cuando el sulfato de amonio cayo
de 1,8 20,01 g/l, entre las 25y 39 h.

Los resultados de las estrategias, concentraciones de biomasa y PHB,
rendimientos y productividades, alcanzadas en cada una de las fermentaciones

realizadas hasta este punto se resumen en la Tabla 4.3.7.

Tabla 4.3.7: Estrategias, rendimientos y productividades de las distintas fermentaciones

X PpHB il PpHB t (PprB

- PHB
Fermentacion Mggllt?vge Estrategia final méx max)
gl gl g/thy h  g/Lh) h
Erlenmeyer 150 rpm 4,6 6,5 0,06 72 0,06 72
Batch 1 Sin aireacion 0,4 2 0,01 72 0,01 72
Batch 2 Optimizado ¢ ireacion 3.4 46 005 72 005 72
Batch 3 Agitacionreg. - 34 79 041 31 011 72
por Oz disuelto
Batch 4 Aumento Agitacion reg. 8 11,2 0,12 66 0,15 45
del 50% de .
Batch 5 CyN por Ozdisuelto 7,7 13,3 0,12 63 0,14 48

Una vez verificada la reproducibilidad de los resultados de la fermentaciéon se
aumentaron las fuentes de C y N un 100% respecto del medio optimizado en
Erlenmeyer, manteniendo la relacion C/N de 25, para incrementar las cantidades

de biomasa y PHB. Esto es, una concentracién de fructosa y de sulfato de
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amonio de 40 g/l y 3g/l, respectivamente. También se aumento la concentracion
del in6culo al 10 % para disminuir la duracion de la fase lag. Con estas
condiciones se realizaron las fermentaciones batch 6 y 7.La agitacion y aireacién
inicial se aumentaron a 600 rpm y 1,5 Ipm, respectivamente, para disminuir la
duracion de la fase lag. A las 28 h se encendié la regulacion de la agitacién (entre
200 y 400 rpm) en cascada con el O2 disuelto. A las 60 hs se ajusto la agitacion
entre 200 y 300 rpm y la aireacion a 1 Ipm, para mantener el Oz disuelto en 20%

de saturacién (Figura 4.3.6).
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Figura 4.3.6: Fermentacion batch 6 en biorreactor. C. necator ATCC 117697 cultivado
en medio de cultivo de sales minerales con fructosa 40 g/l y sulfato de amonio 3 g/l. a)
Perfiles de pH, temperatura, agitacién y oxigeno disuelto entregado por el software del
equipo, la flecha gruesa indica el inicio de la cascada de agitacién en funcion del O2
disuelto; b) Medicién de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (A),
biomasa total (#), biomasa residual (o) y PHB (e).
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En la Fig 4.3.6.b se observan las tres etapas de crecimiento. Efectivamente el
aumento del in6culo, de la aireacion y agitacion permitio reducir la fase lag a 8
h, practicamente a un tercio de las fermentaciones anteriores. La segunda etapa,
de crecimiento microbiano con acumulacién de PHB, finalizé a las 23 h; en esta

etapa se consumieron 4 g/l

La limitacion de N induce la tercera etapa, de acumulacion de PHB. En esta
etapa de produccion exclusiva de PHB, la biomasa residual permanece
relativamente constante, entre 5 y 6 g/l, desde las 23 hasta las 71 h. La biomasa
total aumenta a 14,3 £ 0,2 g/l, que se debe a la acumulacién intracelular de 8,3
1 0,2 g/l de PHB por el consumo de 35 g/l de fructosa. Respecto a la fermentacion
anterior, la concentracién de biomasa aumenté casi un 25 %, mientras que la
concentracion de PHB practicamente no aumenta. Es por ello, que el rendimiento
Yrix disminuye. La productividad volumétrica de PHB tiene su valor maximo de
0,16 g/(l.h) entre las 46 y 52 h. Este valor es mayor que en las fermentaciones
anteriores (Tabla 4.3.8).

Tabla 4.3.8: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la

fermentacion batch 6 en biorreactor con cascada de agitacion en funcién del oxigeno
disuelto.

Tiempo Yrix Yris Yxis PeHs
h g/g g/g g/g g/(l.h)
0 0,20 - - -
7 0,20 0,00 0,02 0,00

23 0,29 0,09 0,32 0,09
28 0,39 0,14 0,36 0,13
32 0,40 0,16 0,39 0,12
46 0,58 0,23 0,39 0,16
49 0,62 0,23 0,37 0,16
52 0,62 0,24 0,38 0,16
56 0,63 0,23 0,36 0,15
69 0,61 0,22 0,37 0,13
71 0,61 0,22 0,37 0,12

Se repitid la fermentacion con el mismo medio de cultivo que en el batch 6, con
leves cambios en las estrategias de alimentacidén y aireacién para evaluar la
posibilidad de lograr mayores rendimientos y productividades. La agitacion y
aireacion inicial fueron de 450 rpm y 1,5 Ipm, respectivamente. A las 8 h se

encendi6 la bomba que la reguld la agitacion (entre 350 y 200 rpm) en cascada
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con el O2 disuelto y se bajo la aireacién a 1 Ipm, para mantener el O2 disuelto en
20% de saturacion (Figura 4.3.7).
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Fig. 4.3.7: Fermentacién batch 7 en biorreactor. C. necator ATCC 17697 cultivado en
medio de cultivo de sales minerales con fructosa 40 g/l y sulfato de amonio 3 g/l. a)
Perfiles de pH, temperatura, agitacion y oxigeno disuelto entregado por el software del
equipo, la flecha gruesa indica el inicio de la cascada de agitacion en funcion del O2
disuelto; b) Medicién de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (4),
biomasa total (¢), biomasa residual (o) y PHB (e).

El batch 7 es practicamente equivalente al batch 6. A las 49 h llegaron a los
maximos valores la productividad volumétrica de 0,15 g/(I.h) y el rendimiento Ypss
de 0,41 g/g. A las 76 h, se lograron los maximos rendimientos de Yrix y Ypis de

0,66 y 0,25 g/g, respectivamente. Sin embargo, el aumento de las fuentes de C
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y N produjo un aumento en la cantidad de PHB almacenado cuando se aplico
mayor agitacion, aireacion y tiempo de fermentacion (Tabla 4.3.9).
Tabla 4.3.9: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la

fermentacion batch 7 en biorreactor con cascada de agitacion en funcion del oxigeno
disuelto.

Tiempo Yrix Yeis Yxis Pers
h g/g g/g g/g g/(l.h)
0 0,20 - - -

8 0,20 0,09 0,44 0,02
25 0,42 0,17 0,41 0,12
29 0,43 0,17 0,40 0,12
33 0,41 0,17 0,41 0,12
49 0,55 0,22 0,41 0,15
54 0,55 0,21 0,39 0,14
57 0,56 0,21 0,38 0,13
72 0,65 0,24 0,38 0,13
76 0,66 0,25 0,38 0,13

Los resultados de las estrategias, concentraciones de biomasa y PHB,
rendimientos y productividades, alcanzadas en cada una de las fermentaciones

realizadas hasta este punto se resumen en la Tabla 4.3.10.

Tabla 4.3.10: Estrategias, rendimientos y productividades de las distintas
fermentaciones

3 Medio de . PHB X P.PHB tira PP'HB t (P’PHB
Fermentacion Cultivo Estrategia final méx max)
g/l g/l g/(l.h) h g/(l.h) h

Erlenmeyer 150 rpm 4.6 6,5 0,06 72 0,06 72

Batch 1 Sin aireacion 0,4 2 0,01 72 0,01 72

Batch 2 Optimizado ¢ ireacion 3.4 46 005 72 005 72

Batch 3 Agitacionreg. 44 79 9141 31 011 72

por Oz disuelto

Batch 4 Aumento Agitacion reg. 8 11,2 0,12 66 0,15 45
del 50% de ]

Batch 5 CyN por Oz2disuelto 7,7 13,3 0,12 63 0,14 48

Batch 6 Aumento Agitacion reg. 83 143 0,12 71 0,15 46
del 100% ]

Batch 7 deCyN  por O2disuelto 9,9 14,4 0,13 76 0,15 49

El escalado del proceso de produccién de PHB en biorreactor agitado en modo
batch, permiti6 aumentar mas del 50 % la concentracion de biopolimero y la
productividad del proceso en comparacién con el proceso en escala de

Erlenmeyer agitados. Estos resultados, comparables a los reportados por
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Khanna y Srivastava, mostraron una ligera mejora en los valores de
concentracion de PHB y rendimiento de Yp/x durante la fermentacion batch con

la misma cepa nativa de C. necator. (2)

4.3.2 Fermentaciones fedbatch

Varios estudios demuestran que la concentracion de la fuente de carbono se
debe mantener en 20 g/l en las fermentaciones fedbatch, para un Optimo
crecimiento de C. necator (3-5). Mozumder y colaboradores calcularon la
velocidad especifica de crecimiento en la fase exponencial a diferentes
concentraciones de la fuente de carbono y encontraron que la maxima velocidad
de crecimiento se halla entre 10 y 20 g/l (3). Por esta razon se comenzo la
fermentacion fedbatch con 20 g/l de fructosa en el medio de cultivo, esto es, la
misma concentracion que la que resultdé del proceso de optimizacion de la
produccion de PHB en Erlenmeyer. Durante la etapa de alimentacion con
fructosa, la concentracion de fructosa se mantuvo entre 10 y 40 g/l para aumentar
tanto el crecimiento de C. necator ATCC 17697 como la produccion de PHB.
También se aumentaron las concentraciones de algunos nutrientes que se
hallaban en bajas concentraciones respecto a las fermentaciones en batch: la

solucion de microelementos hasta 5 ml/l y el sulfato de magnesio hasta 1,25 g/l.

Las fermentaciones se efectuaron aplicando un proceso conformado por tres
etapas. Una primera etapa para permitir el crecimiento celular, que consistio en
un cultivo batch con una agitacion de 1000 rpm y aireacion de 2 Ipm. Una
segunda etapa de crecimiento celular con produccion de PHB, realizada
mediante un cultivo fedbatch en la cual se aplicaron dos estrategias de
alimentacién con fructosa: i) regulada en funcién de la concentracion de Oz
disuelto en el cultivo y ii) por alimentacion exponencial. La tercera etapa consistio
en un cultivo fedbatch alimentado con fructosa en funcién del Oz disuelto, sin
suplementacion de nitrégeno para la produccion exclusiva de PHB. En las dos
primeras etapas el NH4OH agregado en el medio de cultivo para regulacién de
pH, permitioé evitar la limitacién de nitrdgeno en el sistema fermentativo. Segun
Lépez-Cuellar y colaboradores estas condiciones resultaron ideales para
producir PHA con solo una fuente de carbono disponible (6). Para tal fin, se
reemplazé NH4OH por NaOH (Ver Seccion 3.1.5).
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Alimentacion en cascada con el O: disuelto

La segunda etapa de cultivo fue fedbatch, mediante alimentacion con fructosa
(600 g/l) regulada en funcién de la concentracion de O2 disuelto en el cultivo,
para mantener el O2 disuelto en de 70% de saturacion. En esta fase la agitacion
se redujo a 750 rpm y la aireacidon a 1,5 Ipm. En estas dos etapas el NH4sOH
permitio evitar la limitacion de nitrégeno. En la tercera etapa la alimentacion con
fructosa se regul6 en funcion del Oz disuelto con un corte de 30-20%, NH4OH se
reemplazé por NaOH y la agitacion y la aireacion se redujeron a 650 rpmy 1 Ipm,

respectivamente (Fig. 4.3.8).
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Figura 4.3.8: Fermentacion fedbatch de 3 etapas con alimentacion de fructosa regulada

50

70

por el O, disuelto. a) Perfiles de pH, temperatura, agitacién y oxigeno disuelto entregado

por el software del equipo, la flecha 1 (20 h) indica el inicio de la cascada de alimentacion
en funcién del O, disuelto, la flecha 2 (43 h) indica el cambio NH4OH por NaOH; b)
Medicion de las concentraciones de: sulfato de amonio (m), fructosa (A ), biomasa total
(#), biomasa residual (o) y PHB (e).

La primera etapa del proceso fermentativo (cultivo batch) presenté una duracion

de 20 h. En las primeras 10 h, el O2disuelto superd al 90 % de saturacién, luego

el valor comenzo a descender, debido al crecimiento exponencial del cultivo. A
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las 20 h de fermentacion se produjo el consumo total de fructosa, lo que coincidio
con el aumento abrupto de la concentracion de O:2 disuelto. En esta etapa se
obtuvo un nivel de biomasa de 8 g/l y una leve sintesis de PHB de 1,6 g/l, lo que
indica que la fuente de carbono fue utilizada para la produccion de biomasa. La
segunda etapa present6 una duracion de 23 h, iniciandose con el encendido de
la bomba a través de la cual se efectud la alimentacion con fructosa en funcion
del consumo de Oz disuelto. La bomba se enciende cuando el Oz disuelto supera
un valor de 70 % de saturacion. En esta etapa de cultivo fedbatch la
concentracion de NH4* se mantiene relativamente constante, debido a que su
ingreso y consumo se equipararon. Los niveles de biomasa y PHB aumentaron

a 30 g/l y 13,7 g/l, respectivamente.

La tercera etapainicio a las 49 h, cuando se reemplazo la base NH4OH por NaOH
para bajar la concentracion de nitrégeno en el medio de cultivo y asi favorecer la
sintesis de PHB. Durante las primeras 6 h la concentracion de NH4* permanecié
casi constante, decreciendo luego hasta llegar a cero. Al final de la fermentacion,
se produjeron 35,5 g/l de biomasa y 17,5 g/l de PHB, con una productividad de
PHB de 0,25 g/l/h. La productividad maxima de 0,29 g/l/h se obtuvo a las 49 h
(Tabla 4.3.11). Estos resultados son similares a los obtenidos por Khanna y
Srivastava con la misma cepa pero con una estrategia de alimentacion de flujo
constante de 100 mi/h (7).

Tabla 4.3.11: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la

repeticion de la fermentacion fedbatch 2

Tiempo Yrix PerB
h a/g a/(l.h)
0 0,20 -
20 0,20 0,08
27 0,35 0,21
43 0,46 0,32
49 0,42 0,29
68 0,50 0,26

Estos resultados son superiores a los obtenidos anteriormente mediante
fermentaciones batch alcanzando practicamente el doble de concentraciéon de

biomasa y PHB, ademas de un aumento notable de su productividad volumétrica.
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Alimentacion exponencial

En esta estrategia para la segunda etapa fedbatch, el cultivo se alimenté de
modo exponencial con fructosa (600 g/l). La agitacién y aireacién se mantuvieron
igual al fedbatch anterior. En estas dos etapas, la utilizacion de NH4OH como
base, permitio evitar la limitacion de nitrogeno. En la tercera etapa la
alimentacion con fructosa se reguld en funcion del Oz disuelto con un corte de
60-20%, el NH4OH se reemplazé por NaOH y se disminuyé la agitacion a 700
rom (Fig. 4.3.9).
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Figura 4.3.9: Fermentacion fedbatch de 3 etapas con alimentacion exponencial de
fructosa 600 g/I. a) Perfiles de pH, temperatura, agitacion y oxigeno disuelto entregado
por el software del equipo, la flecha 1 indica el inicio de la alimentaciéon exponencial, la
flecha 2 indica el fin de la alimentacion exponencial, comienzo de la alimentacién en
cascada con el O2 disuelto y cambio de base; b) Medicién de las concentraciones de:
sulfato de amonio (m), fructosa (A ), biomasa total (¢), biomasa residual (o) y PHB (e).

El cultivo batch tuvo una duracion de 17 h, en la que se obtuvieron 8,17 + 0,05
g/l de biomasa y 0,30 + 0,02 g/l de PHB. A las 13 horas se produjo el aumento
del Oz disuelto por el consumo total de fructosa. Desde las 17 h hasta las 28 h
se alimentd el cultivo en forma exponencial. Para ello se aplicé la ecuacion de

flujo exponencial (Ec. 3.2.1) utilizando, Yxs = 0,44 g/g calculado en la Seccion
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4.2.4, u=0,11 1/h calculado en la Seccién 4.2.6, S = 600 g/l, Vo= 2,2 1y Xo=7,5

g/l, determinados al momento de comenzar la alimentacion.

En estas dos etapas del cultivo la concentracion de NH4* ingresa con la sustancia
base para regulacion de pH, evitando que el cultivo se limite en N y la biomasa
continue creciendo. Al final de la segunda etapa la biomasa alcanza los 32,2 +
0,9 g/l con un contenido de PHB de 6,64 £ 0,51 g/l, siendo la biomasa residual
de 25,56 £ 1,41 g/I. La tercera etapa comienza con el cambio de NH4OH y de
alimentacién exponencial a alimentacion regulada por el oxigeno disuelto. Esta
etapa de exclusiva produccién de PHB, por la limitacion de N y exceso de C, la
biomasa residual permanece constante y la biomasa total alcanza su maximo de
55, 77 £ 0,90 g/l g/l con un contenido de PHB de 25,66 £ 0,90 g/l. siendo la
productividad volumétrica maxima del proceso de 0,43 g/g a las 60 h del cultivo,
con un rendimiento Ypx de 0,51 g/g (Tabla 4.3.11). Este resultado es superior al
obtenido por Khanna y Srivastava con la cepa C. necator ATCC 17697 y una
estrategia fedbatch distinta. Los autores utilizaron flujos de alimentacion de
nutrientes en disminucion (decreciente), y lograron obtener 36,2 g/l de biomasa
y 16,8 g/l de PHB (7).

Tabla 4.3.12: Rendimientos y productividades obtenidos a distintos tiempos de la
repeticion de la fermentacién fedbatch 2

Tiempo Yeix PrHs
h a/g g/(l.h)
0 0,20

17 0,20 0,09
20 0,20 0,18
24 0,20 0,22
28 0,21 0,23
35 0,32 0,34
40 0,40 0,42
51 0,47 0,42
60 0,51 0,43
68 0,51 0,38

Los resultados de las estrategias, concentraciones de biomasa y PHB,
rendimientos y productividades, alcanzadas en cada una de las fermentaciones

realizadas hasta este punto se resumen en la Tabla 4.3.13.
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Tabla 4.3.13: Estrategias, rendimientos y productividades de las distintas
fermentaciones

5 Medio de . PHB X P.PHB tira PP'HB t (P’PHB
Fermentacion Cultivo Estrategia final max max)
g/l g/l g/(l.h) h g/(l.h) h
Erlenmeyer 150 rpm 4,6 6,5 0,06 72 0,06 72
Batch 1 Sin aireacion 0,4 2 0,01 72 0,01 72
Batch 2 Optimizado ¢ cireacion 34 46 005 72 005 72
Batch 3 Agitacionreg. - 44 79 9141 31 011 72
por Oz disuelto
Batch 4 Aumento Agitacion reg. 8 11,2 0,12 66 0,15 45
del 50% de ]
Batch 5 CyN por Ozdisuelto 7,7 13,3 0,12 63 0,14 48
Batch 6 Aumento Agitacion reg. 83 143 0,12 71 0,15 46
del 100% .
Batch 7 deCyN  porOzdisuelto 99 144 0,13 76 0,15 49
Alimentacién
Fedbatch 1 reg. por Oz 17,5 35 0,25 69 0,29 49
Fedbatch disuelto
Alimentacion
Fedbatch 2 Exponencial 25,7 50,8 0,38 68 0,43 60

Al aplicar una alimentacion exponencial en la segunda etapa, se logré aumentar
notablemente las concentraciones de biomasa y PHB, la productividad

volumétrica y el rendimiento de producto en biomasa.

4.3.4 Cinética y productividad de fermentaciones batch y fedbatch
Productividad

En primer lugar, la Fig. 4.3.10 presenta la evolucién de la biomasa (en escala
logaritmica) en funcion del tiempo de fermentacion para las modalidades batch

y fedbatch implementadas en el biorreactor.
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Figura 4.3.10: Ln(biomasa) vs. tiempo de fermentacién para cada una de las estrategias
realizadas en biorreactor.

En la Figura 4.3.10 se destaca el incremento de la produccion de biomasa y
consecuente produccion de PHB en cada paso de optimizacion del proceso de
fermentacion. Cabe sefialar que la medicion de la biomasa en la etapa inicial de
la fermentacion tiene mucho error porque se emplea el método indirecto de
turbidimetria; este error se reduce considerablemente para las concentraciones

mas altas y ademas se pudo pesar directamente la biomasa seca.

En la Tabla 4.3.13 puede observarse que en biorreactor, cuando se aplico
agitacion en cascada con el O2 disuelto (batch 3), mejord la produccion de
biomasa en menos de la mitad de tiempo y la productividad de PHB de 0,06 a
0,11 g/(l.h), respecto a Erlenmeyer con el medio optimizado. En el biorreactor,
se produjo un rapido aumento de la biomasa con poca acumulacién de PHB, que
consumid todo el sustrato; este hecho impidid que siguiera aumentado la
concentracion de biopolimero. Por ello se aumentaron las concentraciones de
C y N, primero un 50 % en las fermentaciones batch 4 y 5 y luego un 100% en
las fermentaciones batch 6 y 7. De esta forma se logré aumentar la produccién

de biomasa y PHB en ambos pasos, resultando la de mayor concentracion de
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PHB la fermentacion batch 7, con 9,9 g/l de PHB. Cabe sefalar que en la
fermentacion batch 4 se logré la misma productividad maxima que en la
fermentacién batch 7 en aproximadamente el mismo tiempo de cultivo. Luego se
modificaron las concentraciones de los componentes del medio para aplicar un

sistema de alimentacion fedbatch.

La fermentacion de la bacteria C. necator ATCC 17697 en biorreactor agitado
mediante un proceso que incluyo una etapa batch y dos etapas fed-batch resultd
efectiva para la produccion de PHB. La concentracion de PHB lograda en el
fedbatch 1 es mas de tres veces mayor que en Erlenmeyer y aumentd un 50 %
respecto a la fermentacion batch 7. La concentracion de PHB en la fermentacion
fedbatch 2, en la que se aplicd alimentacion exponencial, se logré6 aumentar la
concentracion de PHB un 150 % respecto a la fermentacion batch 7 y aumentar

mas de 5 veces respecto a la fermentacion en Erlenmeyer en medio optimizado.

Todos los pasos de mejora de resultados resultaron efectivos. Finalmente se
logré una concentracion de PHB de 25,7 g/l con una productividad volumétrica
maxima de 0,43 g/(l.h) a las 60 h de cultivo.

Cinética de la produccion de PHB

Se demostro que el crecimiento de C. necator ATCC 17697 tiene un
comportamiento particular: en los ensayos Erlenmeyer mostro tener un p distinto
de cero en la fase estacionaria, es decir, difiere del crecimiento microbiano tipico.
Esta diferencia se atribuye a la capacidad de acumulacion de biopolimero que
caracteriza a C. necator ATCC 17697, que continia incrementandose aun
cuando la biomasa residual haya alcanzado su estado estacionario. Es decir que,
si bien luego del crecimiento exponencial la biomasa residual permanece
constante, la biomasa total aumenta con una velocidad pz, debido al aumento del
PHB almacenado en forma de granulos intracelulares.

Para determinar 2 en todas las fermentaciones en biorreactor se seleccionaron
los puntos que pertenecen a la fase exponencial y los que pertenecen a la fase
estacionaria con acumulacién de PHB, para cada una de las fermentaciones
realizadas. A partir del ajuste lineal de la representacion In(biomasa) vs. tiempo
se calcularon las velocidades especificas, tal como se hizo en la Seccién 4.2.2

para la fermentacion en Erlenmeyer. Los ajustes de las ecuaciones lineales de
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ambas fases se realizaron con el programa Origin 8.0 (Fig. 4.3.11). Los valores
de la pendiente (u) arrojados por el ajuste, el coeficiente de regresion lineal (R?)
y la cantidad de biomasa en funcion del tiempo. Seleccidn de la fase exponencial
y fase estacionaria para el calculo de p1y p2 para cada una de las fermentaciones
realizadas en biorreactor: batch 3 (b), batch 4 (c), batch 5 (d), batch 6 (e), batch
7 (f), fedbatch 1 (g) y fedbatch 2 (h), comparado con el calculo realizado
previamente en Erlenmyer (a). Para cada fermentacion se realizé un ajuste a una
ecuacion lineal mediante OriginLab 8.0, para p1 (cuadro inferior) y p2 (cuadro
superior). La velocidad especifica de crecimiento (u) arrojadas por el ajuste, el
coeficiente de regresion lineal (R?) y la cantidad de puntos que se utilizaron en

cada fase para realizarlo, se resumen en la Tabla 4.3.14.
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Tabla 4.3.14: Calculo de la velocidad de crecimiento de biomasa en las etapas
exponencial (u1) y en la etapa estacionaria con acumulacion de PHB (u2) para los
distintos batch y fedbatch, con los correspondientes coeficientes de regresion llineal y
cantidad de datos considerados.

Fermentacién M1 R? Aj. dguprﬂﬁtrgs M2 R? Aj. dl:uanr?trgs
Erlenmeyer 0,115 0,993 5 0,006 0,942 10
Batch 3 0,118 0,932 3 0,004 - 2
Batch 4 0,127 0,971 4 0,014 0,756 4
Batch 5 0,125 - 2 0,013 0,983 4
Batch 6 0,123 0,956 3 0,010 0,841 8
Batch 7 0,114 - 2 0,011 0,784 8
Fedbatch 1 0,101 - 2 - <0,63 -
Fedbatch 2 0,119 0,803 4 0,011 0,876 6
Promedio 0,118 0,009 0,012 0,002

Las velocidades especificas de crecimiento de la biomasa (u1) calculadas para
los distintos batch y fedbatch realizados en este trabajo de investigacion,
coinciden con el valor medido en Erlenmeyer. El promedio de las mismas tiene
un valor de 0,118 £ 0,009, el cual es el mismo que el previamente calculado. Los
R? ajustados varian entre 0,80 a 0,99, aunque en la mayoria de los casos es
superior a 0,93. En algunos casos, la velocidad de crecimiento se estimd con
solo dos puntos, por lo tanto, carecen de grados de libertad y de R? ajustado.

Una buena cantidad de puntos es crucial para lograr un ajuste confiable.

En cambio, la velocidad de crecimiento de la fase estacionaria con acumulacién
del polimero (u2) cambia segun las caracteristicas de la fermentacion. En la
fermentacion fedbatch 1, R? < 0,63, por lo que se desestimo este valor. En el
caso de la fermentacion batch 3 la etapa de acumulacién de PHB se detuvo por
falta sustrato. Este parametro fue determinado soélo con 2 puntos, cuando ya se
estaba deteniendo el metabolismo, es por ello que el valor obtenido es menor
que el obtenido en Erlenmeyer. Por lo tanto, para obtener el promedio de la
velocidad especifica de acumulaciéon de PHB se tuvieron en cuenta los valores
obtenidos para las restantes fermentaciones. El promedio de las velocidades
especificas de acumulacién de PHB (p2) en biorreactor tiene un valor de 0,012 +
0,002, lo que corresponde a mas del doble del obtenido en Erlenmeyer. Como
se ha mencionado antes, el biorreactor es un fermentador mas eficiente que los
frascos agitados, por lo tanto, duplica la velocidad de produccion del biopolimero.
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En todos los casos p2 tiene valores semejantes, sin embargo, la diferencia radica
en la biomasa con la que comienza esta etapa. En los tres primeros batch, con
el mismo medio de cultivo, la velocidad de acumulacidn aumenta con la
aireacion. En el batch 3, con aireacion regulado por Oz disuelto, la produccién de
biomasa que alcanza los mismos valores que alcanza el batch 4 al inicio de la
misma etapa, por lo que el medio optimizado resultd éptimo para la produccion
de biomasa total, en este punto del proceso. Sin embargo, al agotarse las fuentes
de C y N, no pudo continuar la acumulacion de PHB. En los bafch 4 y 5, el
aumento de las fuentes de C y N en un 50 % favorecieron la acumulacién de
biomasa respecto del batch 3. En los batch 6 y 7 el aumento de un 100 % en las
concentraciones de C y N, favorecié aun mas la produccién de biomasa. En las
fermentaciones en fedbatch se alimenté en N y C, de modo que la biomasa
alcance mayores valores al entrar en esta etapa. El mayor aumento en la
acumulacion de PHB se logro al utilizar una alimentacion exponencial que

acompanara la fase de crecimiento exponencial de C. necator.

Otro aspecto a tener en cuenta es la concentracién de N y el rendimiento Ypx.
El Ypix de C. necator ATCC 17697 en medio rico es de aproximadamente 0,2.
Esta relacion se mantiene constante en la fase de crecimiento exponencial.
Cuando la concentracién de N se hace 0 el Yp/x comienza a aumentar, como se
ya se ha mencionado en las fermentaciones. Por lo tanto, la relacion Ypix
permanece constante durante la fase lag y exponencial. Y aumenta en la fase de

acumulacion de polimero, cuando la bacteria crece a velocidad pa2.

Un modelo matematico plausible para describir la cinética de la fermentacién de
C. necator ATCC 17697 en términos de la biomasa residual y la acumulacion de

polimero se detalla en el Anexo 2.
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4.4 Caracterizacion del biopolimero sintetizado

4.4 .1 Extraccién y purificacion del biopolimero

El biopolimero bacteriano producido por C. necator ATCC 17697 a partir de
fructosa se extrajo de una biomasa liofilizada, mediante dos técnicas: digestion
alcalina con hipoclorito de sodio y extraccién con cloroformo (Ver seccién 3.4.2).

Luego fue purificado a través de dos etapas a baja temperatura (Fig. 4.4.1).

Figura 4.4.1: Biopolimero sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa,
purificado mediante dos etapas a baja temperatura.

El biopolimero purificado, presento color blanco y textura de polvo fino después
del proceso de molido.

4.4.2 Caracterizacion fisico-quimica del biopolimero

DSC

Las propiedades térmicas de biopolimero sintetizado por C. necator ATCC 17697
a partir de fructosa se determinaron mediante técnica de DSC (ver seccion 3.4.4).
La temperatura de fusion (Tm), la temperatura de transicion vitrea (Tg) y la
cristalinidad (Xc) son parametros claves para el procesamiento y las aplicaciones
de los polimeros. Las curvas obtenidas a partir del segundo calentamiento de la

muestra se presentan en la Figura 4.4.2.
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Figura 4.4.2: Termograma DSC para biopolimero sintetizado por C. necator ATCC
17697 a partir de fructosa.

Se determinaron los valores de la Tm de 165,4 °C, Tq de 3,5 °C y de la
temperatura de cristalizacion (Tc) de 54,3 °C. A partir de estos datos se calculd
la entalpia de fusion (Hm) de 81,3 J/g y el grado de cristalinidad de 56 %. Estos
resultados son similares a los reportados en la literatura para biopolimero PHB
(1,2).

ATR-FTIR

Mediante esta técnica se pudo verificar la presencia de los principales grupos
funcionales del biopolimero sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de
fructosa. La Figura 4.4.3 muestra el espectro ATR-FTIR de las muestras del
biopolimero extraido a partir de biomasa liofilizada mediante dos técnicas:
digestion alcalina con hipoclorito de sodio y extraccion con cloroformo y el PHB

disponible comercialmente Biocycle® 1000 (PHB Industrial S/A, Brasil).
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Figura 4.4.3: Espectros ATR-FTIR de PHB disponible comercialmente (B) y biopolimero
sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa extraido con técnica de
digestion con hipoclorito de sodio (A) y con cloroformo (C).

El espectro IR revel6 una banda intensa a 1720 cm-' asociada al estiramiento de
la unién C=0, que corresponde al grupo éster carbonilo caracteristico de los
PHAs (3,4). Otra banda acompariante localizada a 1181 cm™" es bien conocida
en el espectro FTIR del PHB debido a la vibracién de estiramiento asimétrico del
grupo C-O-C. Los enlaces de C-H que se extienden desde los grupos metilo y
etilico en el polimero se asignaron a las bandas situadas en la region espectral
alrededor de 2900 cm-'. Los espectros ATR-IR obtenidos del polimero producido
por fermentacion y extraido mediante dos técnicas concuerdan con los espectros

correspondientes al PHB comercial (5).

RMN
Las Figuras 4.4.4 y 4.4.5 muestran los espectros de RMN de 'H y de '3C del
biopolimero sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa,

respectivamente.
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Figura 4.4.5: Espectro de RMN-"3C del biopolimero sintetizado por C. necator

ATCC 17697 a partir de fructosa.

En el espectro "H RMN del polimero, el doblete de cuadruplete a 2,45-2,63 ppm

y el multiplete a 5,26 ppm, corresponde a los protones metileno (-CH2-) y metano
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(-OCH-) de la cadena principal, respectivamente. El doblete a 1,27 ppm se
atribuye a los protones metilo (-CHs) de la cadena lateral del PHB. Los picos
observados corresponden a los reportados anteriormente para la estructura del
PHB (6). En el espectro 3C RMN del polimero, las sefiales en desplazamientos
quimicos (ppm): 169,3; 67,7; 40,1; 19,9 fueron asignadas a -CO-, -CH-, -CH2- y
-CHs, respectivamente. La sefal a aproximadamente 0,77 ppm es un triplete que
corresponde al solvente, CDCIs. El analisis de RMN '3C esta de acuerdo con los

valores esperados para la estructura quimica del PHB (6).

Por lo tanto, mediante los analisis de DSC, ATR-FTIR y RMN se puede afirmar
que el polimero sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa tiene

propiedades fisico quimicas de PHB bacteriano.

4.4.3 Elaboracién y caracterizacion de membranas de PHB
Se elaboraron membranas de biopolimero PHB sintetizado de 0,10 + 0,05 mm

de espesor mediante la técnica de evaporacion del solvente (“solvent casting
method”) (ver seccién 3.5.1) (Fig. 4.4.6).

Figura 4.4.6: Foto de una membrana producida con el PHB sintetizado por C. necator
ATCC 17697 a partir de fructosa.

Para estudiar el comportamiento mecanico de las membranas, se realizaron

ensayos de traccion (ver Seccion 3.5.2). Los resultados obtenidos se
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compararon con el comportamiento mecanico de membranas porosas

elaboradas con PHBV comercial en nuestro grupo de investigacion (Fig. 4.5.7).

o 16 1
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L] I o | ! | 5 | 5 |
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Figura 4.4.7: Ensayos de traccion de las membranas producidas con PHB sintetizado

por C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa (A) y membrana producida PHBV
comercial (B).

En la Tabla 4.4.1 se muestran las propiedades mecanicas obtenidas a partir de

estos ensayos de traccion.

Tabla 4.4.1: Valores caracteristicos de la curva tensién-deformacién de las membranas
producidas con biopolimero sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de
fructosa. Se los compara con los de PHBV comercial

Biopolimero C.

necator PHBV comercial
Médulo (GPa) 1,1+£0,15 0,97 £ 0,05
Tension max. (MPa) 165 1214
Deformacion max. 2+1 3+1

Los valores del médulo tensil, la tension maxima y la deformacién maxima de la
membrana elaborada con el biopolimero producido por fermentacion bacteriana
son comparables a los de las membranas porosas elaboradas en nuestro grupo
de investigacidén para uso biomédico. Se destaca un pequefio incremento en el
modulo tensil (pendiente al comienzo de la curva) de las membranas elaboradas
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con el PHB producido en este trabajo. El médulo, que caracteriza la rigidez, se
incrementa por la mayor cristalinidad del PHB respecto a la del PHBV comercial
(8%mol de HV).

La extraccion del PHB sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir de
fructosa, mediante disolventes organicos representd un buen método debido a
la alta pureza del polimero y éptimas propiedades mecanicas de las membranas,

semejantes a las membranas porosas para uso biomédico.

4.4.4 Ensayos de citotoxicidad

Se determind la citotoxicidad indirecta y directa del biopolimero purificado y de
las membranas, respectivamente (ver seccion 3.5.3). Como controles del ensayo
se utilizaron: medio de cultivo celular puro como control nulo, latex como control
positivo y Teflon (DuPont, DE) como control negativo, segun norma ISO 10993-
5:20009.

Para determinar la citotoxicidad indirecta se realizaron pruebas con el extracto
puro y una dilucion 1/16. Para preparar el extracto puro se incubd el polimero a
analizar en medio de cultivo celular en una relacién 6:1 medio (ml): polimero (g)
por 72 h.

Se compararon las fotografias microscopicas obtenidas para los ensayos de

control y del biopolimero con el extracto puro y con una dilucién 1/16 (Fig. 4.4.8).
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Figura 4.4.8: Ensayo de citotoxicidad indirecta. Realizado con el polimero producido por
C. necator ATCC 17697 a partir de fructosa.

Los resultados mostraron que el material polimérico sintetizado por C. necator
ATCC 17697 en medio de cultivo optimizado presenté efecto citotdxico nulo; es
decir, no hubo alteraciones en la morfologia, tampoco muerte celular ni
levantamiento de la mono-capa de fibroblastos, tanto para la diluciéon 1/16 como
para el extracto.

Null control Negative control Positive control PHB

Figura 4.4.9: Ensayo de citotoxicidad directa. Realizado con ellas membranas
elaboradas con el polimero producido por C. necator a partir de fructosa.

En el ensayo de citotoxicidad directa (Figura 4.4.9), también se obtuvo un
resultado negativo, es decir, la membrana elaborada con el PHB sintetizado por

C. necator, no liber6 sustancias téxicas para la célula.
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Para ambos ensayos, en el control positivo, se observa que no hay formacién de

mono capa de fibroblastos, por lo tanto, son citotoxicos. En los controles nulo y

negativo, de ambos ensayos, hay formacion de mono capa de fibroblastos, lo

que indica que tienen efecto citotéxico nulo.

Por lo tanto, el material polimérico sintetizado por C. necator ATCC 17697 a partir

de fructosa como las membranas elaboradas con el mismo, demostraron ser no

citotoxicas, lo que resulta promisorio para su aplicacion biomédica.
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4.5 Estudio de la produccion y degradacion mtracelular de

PHB

4.5.1 Analisis del perfil de produccion y degradacion

Se estudié la formacién y degradacién de granulos de PHB en el citoplasma de
C. necator ATCC 17697. Para tal fin, se prepar6 el inéculo del cultivo de C.
necator crecido en medio TFL durante 24 h. El medio TFL (Triptona, Fructosa,
Levadura) es un medio rico, sin limitacion de nutrientes. Las células lavadas se
inocularon al 5% en medio optimizado para la produccién de PHB durante 72 h;
luego se cultivaron 98 h en medio de degradacion de PHB. Es decir, se cultivaron
170 h desde el tiempo de inoculacion en medio optimizado hasta el tiempo de
utilizacion de PHB. Se tomaron muestras a las 0 h (células crecidas 24 h en TFL),
24 h, 48 h, 72 h (células crecidas en medio optimizado) y 170 h (células crecidas
en medio de utilizacion de PHB). Se midieron las concentraciones de fructosa,
sulfato de amonio, biomasa y PHB (Fig. 4.5.1), y se prepararon muestras para
observar en microscopia Optica y microscopia electrénica de transmisién (MET)
(Fig. 4.5.2 - 4.5.6).
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Figura 4.5.1: Perfil de crecimiento de C. necator ATCC 17697 incubada durante 170 h:
72 horas en medio de cultivo optimizado y luego, 98 h en medio de degradacion de PHB.
(#) biomasa total, (o) biomasa residual y (e) PHB, (A) fructosa y (m) sulfato de amonio.
En la parte superior se observa, a modo comparativo, una seccion de las fotos tomadas
por MET a 20000X, para cada una de las muestras.

Produccion de PHB en medio rico

Se ha estudiado ampliamente que la limitacién de nutrientes, como P, N, O y/o
S, induce la produccion y almacenamiento intracelular de PHAs como fuentes de
C y energia (1). Sin embargo, poco se conoce sobre la produccién de estos
biopolimeros en medios ricos, es decir, sin limitacion de nutrientes. En este
trabajo se observo que C. necator ATCC 17697 es capaz de almacenar PHB
también en medio rico, pero con un valor bajo. Las mediciones de biomasa y
PHB en las muestras incubadas 24 h en medio TFL fueron 3,47 £ 0,09 g/l y 0,75
1 0,04 g/l, respectivamente. Esto corresponde a un 22 % de polimero acumulado
en la biomasa seca, equivalente a un Yr/xde 0,22 g/g (Tabla 4.5.1 a tiempo 0 h).

Este resultado concuerda con el trabajo de Tian y colaboradores, en el que
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demostraron que C. necator ATCC 17699, crecido en medio rico de soja (dextose
— free tryptic soy broth) durante 24 h, es capaz de almacenar un 10 % de biomasa
seca como PHB (2).

Produccion de PHB en medio optimizado

El perfil de C. necator ATCC 17697 crecido en medio optimizado durante 72 h
destaca las tres etapas observadas en el perfil de la bacteria en estudios
preliminares: fases lag, exponencial y estacionaria con produccion de PHB.
Aunque no se puede definir la duracion de las fases, para la cantidad de
muestras tomadas, se puede afirmar que el periodo comprendido desde las 48
h hasta las 72 h, pertenece a la fase estacionaria, debido a que la biomasa
residual permanece constante. La produccion de PHB comienza en la fase
exponencial y aumenta a medida que disminuye la concentracion de sulfato de
amonio. El rendimiento Yp/x permanece constante durante la fase exponencial y
comienza a aumentar a las 48 h, cuando el nitrégeno se consume totalmente.
En la fase estacionaria, el aumento de la biomasa total se debe exclusivamente
al aumento de la concentracién de PHB. Al final de esta etapa la biomasa total
es de 7,43 = 0,05 g/I, con un contenido de PHB de 4,62 + 0,01 g/I, resultando la
biomasa residual de 2,82 + 0,06 g/l.

Degradacion de PHB

En este perfil, se observa una cuarta etapa, la etapa de degradacion de PHB, en
la que el biopolimero almacenado se biodegrada intracelularmente. Esta etapa
comienza cuando las células son transferidas a un medio sin fuente de C y en
exceso de N. En efecto, al finalizar la cuarta etapa a las 98 h, la biomasa total
disminuye a 4,30 + 0,05 g/I, junto con la disminucidn de la concentracion de PHB
hasta 0,09 £ 0,01 g/l, consumiéndose casi totalmente. Sin embargo, la biomasa
residual aumenta de 2,82 a 4,21 g/l £ 0,05 g/l en las 98 h cultivado en medio de
utilizacion de PHB. Es decir que el almacenamiento de PHB como reserva de C
y energia en las fases exponencial y estacionaria, permitid, no solo que las
células sobrevivan sin fuente de carbono en el medio de cultivo de degradacion

de PHB, sino también aumente la concentracion de biomasa residual en 1,4 g/l.

Se propone aqui, calcular un nuevo rendimiento, el rendimiento de biomasa

residual en funcion del consumo polimero acumulado (Yx,,p) como la relacion
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entre el aumento en la biomasa residual por el consumo de PHB, en ese periodo

de tiempo:

XR/P T APHB ~ (4,62-0,09)gpng/!

_ gx
=031 R/gPHB

En conclusion, el medio optimizado mediante disefio de experimentos, permite a
la bacteria C. necator ATCC 17697 aumentar su biomasa a total a 7,43 + 0,05
g/l, con un contenido de PHB de 4,62 £ 0,01 g/l, resultando la biomasa residual
de 2,82 + 0,06 g/l, en 72 h. Luego transformar los 4.6 g de PHB acumulados en
1,4 g/l de biomasa residual, en 98 h, con un rendimiento de polimero acumulado
en biomasa residual de 0,31 g/g. Logrando que el cultivo sobreviva 170 h de

fermentacion.

4.5.2 Analisis de micrografias MET

Mediante microscopia Optica y microscopia electrénica de transmision, se
observa que el tamafio y la morfologia de las células varian para diferentes
medios y a lo largo de la fermentacion.

Para estudiar estos procesos cuantitativamente, a partir de las micrografias MET
se calcularon las areas de las células y de los granulos mediante un procesado

de imagenes descrito en Materiales y Métodos (ver Seccion 3.6.2 y Anexo 3).

C. necator A'TCC 17697 en medio rico

Las micrografias MET muestran los granulos de PHB dentro de las células de C.
necator ATCC 17697 incubadas en medio rico TFL durante 24 h (Fig. 4.5.2) lo
que confirma que C. necator ATCC 17697 almacena PHB en medio rico. Se
observan coco-bacilos con areas que varian entre 0,10 y 0,51 um?; mas del 85
% de las células miden entre 0,1y 0,35 ym?. En el 50 % de las células se visibiliza
un granulo en su interior, el resto presenta de 2 a 6 granulos. Si bien el tamafo
de los granulos varia de 0,01 a 0,18 um? de los cuales, mas del 85 % de los

mismos varia entre 0,01 y 0,08 um?Z.
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Figura 4.5.2: Micrografia MET de C. necator ATCC 17697 inoculado en medio
optimizado a las 0 h, incubado previamente en medio TFL durante 24 h. a) Microscopia
optica 1000X; b) MET 7000X, c) MET 20000X; d) MET 50000X; e) MET 85000X; f) MET
140000X, g) y h) areas de las células y de los granulos vs. frecuencia de aparicion,
respectivamente.
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C. necator en medio optimizado para la produccion de PHB

Imagenes de las células a las 24 horas en TFL (Fig. 4.5.2) y en fase temprana
del cultivo optimizado, 24 h (Fig. 4.5.3) revelan resultados sorprendentes. Al
cambiar a C. necator ATCC 17697 de medio rico al medio optimizado, el tamafio
de las células se triplico en largo y quintuplicé en area, en la fase inicial de la
fermentacion. Se puede visualizar tanto en las fotos de microscopia 6ptica como
en las de electrénica de transmisién, que la mayoria de las células son coco-
bacilos, pero hay un grupo de bacilos muy alargados (Fig. 4.5.3). En las
micrografias MET se midieron células con tamafios muy dispares, entre de 0,02
um2a 2,54 um?2. Por medicion directa sobre la micrografia MET se determiné una
célula con un largo maximo de 5 ym de largo y 2,54 ym?de area, dentro de la
cual se pueden contabilizar 17 granulos con diametros que comprenden desde
0,11 pym hasta 0,64 ym de diametro (micrografia f). En la micrografia e pueden
observarse dos células contiguas de 1,25 ym y 4,5 ym de largo; debido a la

morfologia que presenta podria tratarse de una célula de 5,75 pym dividiéndose.

Una bacteria tipica (por ejemplo, Escherichia coli) se alarga poco o nada. Crece
hasta que alcanza aproximadamente el doble de la circunferencia original y luego
se separa en dos células que son casi de igual tamafio (3). En C. necator ATCC
17697, en cambio, un aumento tan significativo en el largo celular podria estar
relacionado con la capacidad de las células para detectar la limitacion de
nutrientes, en este caso de nitrégeno. Por lo tanto, el aumento del tamario de la
célula puede ser un factor de regulacion necesario para maximizar la capacidad
de la célula para el almacenamiento de granulos. Sin embargo, el aumento del

largo celular requiere de mayor investigacion.

Por otro lado, en las micrografias g y h, se muestran células en las que se puede
distinguir la membrana plasmatica, dentro de la cual se evidencian secciones
mas gruesas, del mismo color que los granulos. Una hipdtesis para estas
imagenes es que el PHB se sintetiza en el intersticio de la doble capa lipidica; la
formacion de granulos se daria por la gemacion hacia el citoplasma celular. Estos
resultados concuerdan con el modelo de formacion de granulos “en ciernes”

presentado por Thomson y colaboradores (4).
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En las micrografias tomadas a las 48 h de incubacién (Fig. 4.5.4) se observan
células con areas entre 0,05 ym? hasta 0,68 um?, conteniendo hasta 5 granulos
de 0,01 ym? hasta 0,13 ym? de area.

Las micrografias de las muestras incubadas 72 h de en medio de cultivo
optimizado (Fig. 4.5.5) revelaron la formacion de 1 a 3 granulos de PHAs de
forma esférica. Se observo la coalescencia de granulos, que podian dar lugar a
un granulo Unico de 0,43 um? de area y 0,7 um de diametro (Fig. 4.5.8.e) cuyo

tamafio celular maximo es de 0,75 um? (Fig. 4.5.7.e).

Como conclusién, las tendencias de los tamanos de las células y granulos de
PHB intracelulares cambian en funcion del tiempo de fermentacién en medio
optimizado. En tiempos iniciales de la fermentacion (24h) las células triplican el
largo y quintuplican su area y luego se dividen. A lo largo de la fermentacion los
granulos y las células aumentan su tamafio hasta alcanzar el tamafio maximo de

un granulo Unico de 0,43 um? y tamafio celular maximo es de 0,75 ym?.

Si bien Tian y colaboradores, realizaron un estudio similar donde midieron los
largos de las células a diferentes tiempos de micrografias MET de la cepa C.
necator ATCC 17699 (2), no realizaron un seguimiento del tamafo del tamafio
de los granulos en los distintos medios y a diferentes tiempos de incubacion. El
seguimiento de este proceso nos resulté fundamental para estudiar la cinética
de formacion y degradacién de granulos intra-citoplasmaticos de PHB en C.

necator.
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Figura 4.5.3: Micrografia de C. necator ATCC 17697 incubada en medio optimizado
durante 24 h. a) Microscopia 6ptica 1000X; b) MET 7000X; ¢) y d) MET 20000X; e) MET
50000X y f) MET 140000X; g) y h) areas de las células y de los granulos vs. frecuencia
de aparicion, respectivamente.
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Figura 4.5.4: Micrografia de C. necator ATCC 17697 incubada en medio optimizado
durante 48 h. a) Microscopia 6ptica, 1000X; b) MET 7000X; c) y d) MET 20000X; e)
MET 30000X y f) 85000X; g) y h) areas de las células y de los granulos vs. frecuencia
de aparicion, respectivamente.
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Figura 4.5.5: Microscopia de C. necator ATCC 17697 incubado en medio TFL durante
72 h. Células inoculadas en medio optimizado (Tiempo 0). a) Microscopia optica,
1000X; b) MET 7000X; c) y d) MET 20000X; e) 50000X; f) 85000X; g) y h) areas de las
células y de los granulos vs. frecuencia de aparicion, respectivamente.
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C. necator en medio de utilizacion de PHB

Al pasar las células de C. necator ATCC 17697 incubadas 72 h en medio de
cultivo optimizado al medio de cultivo de utilizacién de PHB, e incubarlas durante
98 h en este medio (170 h totales de incubacion) (Fig. 4.5.6), los granulos de
PHB formados en la mayoria de las células se consumieron. El tamafo celular
disminuyé a valores entre 0,01 um?y 0,37 um?, y los granulos a areas menores
que 0,17 upm? Algunas células no consumieron su granulo interno;
probablemente, al pasarlas al medio de cultivo de utilizacion, ya no eran viables.
La mayoria de las células presenta una zona oscura en el centro del citoplasma,
en lugar de granulos de PHB, en algunas se destaca una zona oscura con restos
pequenos de los granulos de PHB. Probablemente estas zonas oscuras pueden
ser maquinarias celulares destinadas a la degradacion del granulo, que logran
aumentar la biomasa residual, como se ha discutido en la primera seccién de

este analisis.
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Figura 4.5.6: Micrografias de C. necator ATCC 17697 incubado 170 h, 72 h en medio
optimizado para la producciéon de PHB y luego 98 h en medio de utilizacién de PHB. a)
Microscopia 6ptica, 1000X; b) MET 7000X; c) MET 20000X; d) y e) MET 30000X; f)
50000X. g) y h) areas de las células y de los granulos vs. frecuencia de aparicion,
respectivamente.
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Anélisis mtegrado
En conclusion, el tamano y la morfologia de las células y el tamafio y la cantidad
de granulos intra-citoplasmaticos dependen del medio de cultivo y del tiempo de

fermentacion.

Para facilitar el analisis se muestran los valores de areas de las células y de los
granulos de PHB maximos resumidos en la Tablas 4.5.1. La cantidad de granulos

que se halla por célula se muestra en la Tabla 4.5.2.

Tabla 4.5.1: Areas maximas medidas para las células y los granulos a distintos tiempos
de incubacion.

Area maximas (um?)
Oh 24h 48h 72h 170h
Area cellular 0,51 254 068 0,75 0,37
Area de los granulos 0,18 018 0,13 043 0,17

Tabla 4.5.2: Cantidad de granulos por célula a distintos tiempos de incubacion.

Cantidad de granulos por célula
Oh 24h  48h 72h 170h
Minimo 1 1 1 1 0
Maximo 6 17 5 3 2

Se observa que C. necator ATCC 17697 almacena 1 a 6 granulos de PHB en
medio de cultivo optimizado. Al pasar las células de un medio rico a un medio
productor de PHB, en tiempos iniciales de la fermentacion (24h) las células
triplican el largo y quintuplican su area y los granulos intracitoplasmaticos pueden
aumentar hasta 17. Luego se dividen en células mas pequefias con una cantidad
de granulos similar a la del medio rico. A lo largo de la fermentacion, los granulos
van aumentando su tamafo (excepto para 48 h donde los cortes eran de menor
calidad), de modo que también aumenta el tamafio celular. A medida que
aumenta el tamafio de los granulos se observa coalescencia de 1 a 3 granulos
por célula. Finalmente, al pasarlos a medio de cultivo de utilizacion del PHB
almacenado intracelularmente, los granulos disminuyen su tamafo, hasta
practicamente desaparecer; por lo tanto, el tamafio de las células también

disminuye. Aunque la biomasa residual, es decir la biomasa catalitica, aumenta.
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4.6 Fuentes de carbono alternativas

El estudio de utilizacién de fuentes de carbono alternativos a fructosa grado PA
se realizé con el fin de abaratar los costos de produccion, evitar disposicién final
de los residuos en el ambiente y obtener biopolimeros PHAs con diferente
composicidn monomeérica. Se probaron subropductos y residuos agroindustriales
como: glicerol residual (glicerina cruda) de una planta de Biodisel de la provincia
de Cordoba; miel rica y melaza de cafia de azucar del Ingenio Concepcién de

Tucuman, yerba mate pos-infusién (SYM) y otras fuentes alternativas.

4.6.1 Glicerol

Inicialmente se realizd una prueba cualitativa de tolerancia, incubando C. necator
ATCC 17697 en TFL que contenia adicionalmente 10 g/l de glicerol grado PA.
Se observo un buen crecimiento de cultivo, similar al del cultivo control sin

agregado de glicerol.

Luego se probaron diferentes concentraciones de glicerol analitico (10, 20, 30,
40y 50 g/l) como unica fuente de carbono en reemplazo de fructosa, en el medio
de cultivo optimizado en este trabajo de tesis. Se utilizé el inéculo de 48 hs de
células lavadas crecidas en TFL. Se tomaron muestras para medicién de PHB

biomasa y consumo de sustratos (Fig. 4.6.1).
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Figura 4.6.1: Crecimiento de C. necator ATCC 17697 en glicerol analitico a distintas
concentraciones (10, 20, 30, 40 y 50 g/l). Consumo de glicerol (a) y de sulfato de amonio
(b), produccion de biomasa (c) y de PHB (d).

El consumo de sulfato de amonio fue practicamente total en todos los casos. El
mismo hecho se observd para el consumo de glicerol en los experimentos con
10 g/l. Sin embargo, el consumo total de glicerol es mayor en el experimento con
50 g/l. (Fig. 4.6.1 a, b), La produccién de biomasa y PHB a las 96 h es escasa,
sin embargo, a las 186 h ascendié proporcional a la concentracion de glicerol,
llegando a los valores maximos de 4,57 g/l y 2,63 g/l respectivamente (Fig. 4.6.1
¢, d), con una productividad de PHB de 0,02 g/(l.h).

Cabe destacar que para todas las concentraciones de glicerol probadas, se
observd una gran fase lag de cultivo entre 70 y 90 horas. Para disminuir esta
fase lag, se realizaron experimentos con un indculo de 73 h crecido en el mismo

medio que se utilizo para los cultivos experimentales.
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Figura 4.6.2: Produccion de PHA y biomasa a partir de inéculo de C. necator ATCC
17697 adaptado al glicerol.

A diferencia de lo observado en el experimento anterior, el aumento de
concentracion de sustrato en el medio de cultivo, provocod disminucion de la
produccion de biomasa y polimero alcanzando a sus maximos valores en 93 h
de incubacién. Se hallé la concentracion 6ptima de 20 g/l de glicerol con la
cantidad de biomasa y PHA de 4,3 g/l y 2,22 g/l, respectivamente (Fig.4.6.2). De
este modo, con menor gasto de sustrato se logré aumentar la productividad de
PHA a 0,05 g/(I.h). Posteriormente se realizaron experimentos de produccién de
polimero en medio de cultivo con glicerol residual en las condiciones y la

concentracion 6ptima obtenida anteriormente de 20 g/l. (Fig. 4.6.3).

Biomasa y PHA(g/1)

-10 0 10 20 30 40 50 G0 70 80
Tiempo (h)

Figura 4.6.3: Producciéon de biomasa (¢) y PHA (e) con C. necator ATCC 17697 en
glicerol residual.
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C. necator ATCC 17697 muestra un rapido crecimiento y acumulacién de PHA
en el medio de cultivo con glicerol residual. En 21 h se obtuvieron 3,8 + 0,6 g/l
de biomasa con un contenido de 2,2 + 0,2 g/l de PHA. En este tiempo se logré
un rendimiento de Yrixde 0,59 g/g y una productividad volumétrica de 0,1 g/(l.h).
Posteriormente la biomasa aumentd, pero la concentracién de PHA permanece

relativamente constante en el cultivo.

Las pruebas con el indculo de 22 h dieron los mismos resultados, por lo tanto se

pudo optimizar la variable de tiempo de in6culo para proceso productivo.

4.6.2 Melaza
Las pruebas de utilizacion de melaza residual cruda y tratada térmicamente (ver
Anexo 5) para la produccién de polimero se realizaron durante 72 h en el medio

de cultivo optimizado, donde varian las concentraciones de melaza y fructosa.

Las mayores concentraciones de biomasa y PHB se obtuvieron en los

experimentos a las 24 h (Fig. 4.6.4).

4,50 O Biomasa (g/I) EPHA (g/l)
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Figura 4.6.4: Produccién de PHA y biomasa con C. necator ATCC 17697 en medios

suplementados con melaza residual.

En el medio control (C), con 5 g/l de fructosa como fuente de carbono, se
obtuvieron 2,4 + 0,1 g/l y 0,5 + 0,02 g/l de biomasa y PHB, respectivamente. No

se observo el crecimiento de cultivo en el medio con melaza como uUnica fuente
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de carbono (medio MC, con 10 g/l de melaza). Sin embargo, al suplementar el
medio que contiene fructosa (5 g/l) con melaza tratada térmicamente en
concentracion 20 g/l (MT.20) y melaza cruda en concentraciones 10 g/l (Medio
M.10), 20 g/l (medio M.20) y 30 g/l (medio M.30) aumentaron las cantidades de
biomasa y PHA en todos los casos, respecto al control. En el medio M.20 se
obtuvieron los valores mas significativos: las concentraciones de biomasa y PHB

aumentaron a 3,7 £ 0,2 g/l y 0,9 £ 0,02 g/l, respectivamente.

El tratamiento térmico de melaza no tuvo ningun efecto significativo sobre el
crecimiento de cultivo de C. necator ATCC 17697 y la produccién de PHA y de
biomasa (ver Anexo 4)

4.6.3 Yerba mate

Segun la investigacidon de Koller y colaboradores, fuentes de nitrégeno complejas
mejoran la produccién de PHB por C. necator (1). Interesaba, en este trabajo,
probar fuentes residuales nacionales como fuente de nitrégeno complejas.
Teniendo en cuenta que los residuos de yerba mate poseen este tipo de fuentes
y considerando que tiene presencia significativa en los residuos domiciliarios
organicos en Argentina (2), se decidio evaluar el efecto de suplementar el medio
de cultivo con infusion de yerba mate, que es una solucion de yerba mate (SYM)
sin solidos segun Anexo 5. Las pruebas para la produccién de polimero
realizadas durante 72 h con en el medio de cultivo optimizado, donde varian las
concentraciones de SYM vy fructosa, se detallan en el Anexo 5. Las mayores
concentraciones de biomasa y PHB para todos los experimentos se lograron a
las 48 h (Fig. 4.6.5).
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Figura 4.6.5: Crecimiento de C. necator ATCC 17697 y acumulacién de PHA en medio
optimizado con diferentes concentraciones de SYM.

En el medio de cultivo control (C), con 10 g/l de fructosa como fuente de carbono,
se obtuvieron 4,3 g/l de biomasa, con un contenido de PHB de 1,6 g/l y
rendimiento Yrx 0,37 g/g. En el medio de cultivo sin fructosa, pero con yerba
mate en concentracion 1% v/v (SYM C), no se observé crecimiento bacteriano.
Al suplementar el medio de cultivo que contiene fructosa (10 g/l) con SYM en
concentraciones 1% (SYM 1), 3% (SYM 3), 6% (SYM 6) y 9% (SYM 9) la
produccion de biomasa varia levemente. La concentracion de polimero
acumulado y el rendimiento Yr/xen el medio SYM 1 % aumentaron hasta 2 g/l y
0,48 g/g, respectivamente. Sin embargo, al aumentar la concentracién de
suplemento de 3% a 9%, disminuyo la acumulacion intracelular de PHA, Por lo
tanto, la suplementacién del medio de cultivo con solucién de yerba mate al 1%

v/v resulto ser optima y mejoré el proceso de acumulacion de PHA.

4.6.4 Melaza y yerba mate

Se formularon 3 medios de cultivo con fructosa en concentracién de 10 g/l y
diferentes combinaciones de suplementos de melaza, con el objetivo de
aumentar la produccion de biomasa, y SYM, para aumentar la concentracion de
PHB (Tabla 4.6.1). Otros componentes del medio se mantuvieron iguales al del

medio optimizado. Los cultivos se incubaron durante 48 h.
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Tabla 4.6.1: Medio de cultivo optimizado suplementado con SYM y melaza.

Fructosa Melaza SYM
Experimento
g/l g/l % viv
C 10 0 0
SYM 10 0 1%
Melaza 10 20 0
SYM + Melaza 10 20 1%

Las mayores concentraciones de biomasa y PHB para todos los experimentos

se lograron al cabo de 24 h (Fig. 4.6.6).

OBiomasa m@PHA
> 1
S o E3
4
3 i
2 -
l -
0 J
C SYM Melaza Melaza + SYM

Figura 4.6.6: Crecimiento de C. necator ATCC 17697 y acumulacion de PHA en los
medios suplementados con SYM y melaza.

La suplementacion del medio C con ambos residuos mejord la produccion de
biomasa y polimero acumulado hasta 4,97 g/l y 2,55 g/l, respectivamente. Este
resultado es un camino potente para la formulacién de un medio de cultivo para
la produccién PHB a través de fuentes residuales nacionales por medio de C.
necator ATCC 17697.

4.6.5 Otras fuentes de carbono alternativas

Para evaluar la posibilidad de producir distintos PHAs la fructosa en el medio de

cultivo optimizado fue suplementada con acidos organicos de cadena larga,
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motivados por los trabajos citados en antecedentes (Ver Tabla 2.3.1). Estos
mediante C. necator ATCC 17697 en medio de cultivo optimizado con fructosa
20 g/l suplementado con tres tipos de acidos organicos en concentracion 1 g/l.
En la tabla 4.6.2 se muestran las concentraciones de biomasa y PHB obtenidas

y el rendimiento Ypix y PpHa calculadas para las 72 de fermentacion.

Tabla 4.6.2: Crecimiento de C. necator y acumulacion de biopolimero en medio de

cultivo optimizado suplementado con 1 g/l de acidos organicos de cadena larga.

Suplemento de

fuente de carbono Biomasa + PHA t Yeix Ppha
g/l g/l g/g g/(l.h)

Ac. Miristico 4,95 0,35 2,8763146 0,24 0,581 0,040
Ac. Estearico 6,32 0,35 4,0502691 0,59 0,641 0,056
Ac. Palmitico 5,65 0,87 2,9040856 1,26 0,514 0,040

En los tres casos se observa un muy buen crecimiento y acumulacion de
polimero intracelular. Los rendimientos y productividades son similares a los
obtenidos con el medio de cultivo optimizado, siendo el de mayores valores el

experimento con suplemento de acido estearico.

Los resultados mas relevantes con suplementos y fuentes de carbono
alternativos probados en este trabajo de investigacidn, se resumen en la tabla
4.6.3.

Tabla 4.6.3: Medios de cultivo investigados para la produccion de PHAs por C. necator.
Los demas componentes del medio de cultivo, son las del medio de cultivo optimizado.

Fuente alternativa Fructosa Biomasa PHA Yp/x PprHa
de C g/l gl g/l g/l alg g/(l.h)
Medio optimizado 0 20 6,5 4.6 0,70 0,06
Glicerol residual 20 0 6,4 2,2 0,35 0,10
SYM + melaza 1%y 20 10 50 2,6 0,51 0,05
Ac. Miristico 1 20 4,9 29 0,58 0,04
Ac. Estearico 1 20 6,3 4,1 0,64 0,06
Ac. Palmitico 1 20 5,7 29 0,51 0,04
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A partir de las biomasas obtenidos con estos medios de cultivo estudiados y
discutidos en esta seccion se extrajo y purifico el polimero a fin de caracterizarlo
para evaluar el tipo de polimero producido. Para evaluar esto, se realizaron

pruebas de caracterizacion que se mostraran en la siguiente seccion.

4.6.6 Caracterizaciéon quimica

Los espectros de RMN '3C y 'H de los polimeros sintetizado por C. necator ATCC
17697 crecido en los medios de cultivo resumidos en la Tabla 4.6.3 se muestran
en el Anexo 6.

En los espectros de RMN-'H de los biopolimeros sintetizados por C. necator
ATCC 17697 en medios de cultivo optimizados con glicerol, melaza y SYM,
aceite de ac. miristico, ac. estearico y ac. palmitico, (Anexo 6) se observaron
resultados similares a los del biopolimero PHB sintetizado a partir de fructosa.
En todos estos espectros RMN-'H las sefiales en desplazamientos quimicos
(ppm): aproximadamente en 169, 67, 40 y 19,7 fueron asignadas a -CO-, -CH-, -
CH2- y -CHs, respectivamente.

En los espectros de RMN-'3C de los PHAs sintetizados por C. necator ATCC
17697 en medios de cultivo optimizados con glicerol, melaza y SYM, ac.
miristico, ac. estearico y ac. palmitico (Anexo 6), se observaron las mismas
sefales caracteristicas: El doblete de cuadruplete a 2,45-2,63 ppm y el multiplete
a 5,26 ppm, corresponde a los protones metileno (-CHz-) y metano (-OCH-) de
la cadena principal, respectivamente. El doblete a 1,27 ppm se atribuye a los
protones metilo (-CHz) de la cadena lateral del PHB. Ademas, en todos los casos,
se observan picos en aproximadamente 0,89 ppmy 1,6 ppm, con muy baja sefial.
Las senales alrededor de 0,89 ppm se asignan para el grupo CH3z del monémero
HV (3). Sin embargo, la relacion de las areas de integracion correspondientes a
los picos de 0.89 ppm (CHs de HV) y 1.27 ppm (CHs de HB) de un valor
aproximado de 0.5 %. Por lo tanto, en ninguno de estos casos puede asegurarse
la presencia de HV u algun otro monémero que no sea HB en la cadena
polimérica sintetizada por C. necator ATCC 17697 a partir de los medios de
cultivo estudiados en este trabajo de investigacion. Los picos observados

corresponden a los reportados anteriormente para la estructura del PHB (4) y
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con los observadas para el biopolimero PHB sintetizado por . necator ATCC

17697 a partir de fructosa.

En ninguno de los casos se puede asegurar la presencia monoémeros

constituyentes diferentes a HB.
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5. Conclusiones

Las principales conclusiones obtenidas en este trabajo de investigacién estan

presentadas a partir de los resultados de cada seccién del Capitulo 4.

1. C. necator ATCC 17697 es capaz de acumular el polimero PHB en forma de
granulos intra-citoplasmaticos en condiciones de estrés nutricional en el medio
de cultivo con fructosa como unica fuente de carbono. Durante 72 h de
fermentacion se produjo la maxima cantidad de PHB de 1,9 g/l.

2. El disefio de experimentos acoplado a la metodologia RSM resultaron
herramientas utiles para la optimizacion del indculo y del medio de cultivo con
fructosa en Erlenmeyer. Se establecid la edad y concentracion de inoculo
optimas como 24 h y 5%, respectivamente. El modelo ajustado para el medio de
cultivo presentd un maximo en C=20,412, N=1,50, pH=7,5, P=8,74, y M resultd
no significativa. El valor experimental del punto optimizado y validado fue de 4,6
g/l de PHB, lo que corresponde a un aumento de casi 2,5 veces, respecto a los
experimentos iniciales. Los rendimientos Yr/x, Yrisy YPxs, y la Pers de 0,70 g/g,
0,31 g/g, 0,44 g/g y 0,06 g/(l.h), del punto optimizado, resultaron maximas para
todos los puntos experimentales del disefio. En estas condiciones se definié la
relacion optima de C/N de 25. Se determind la velocidad especifica de
crecimiento en la fase exponencial (u1) de 0,115 £ 0,05, calculado a partir de 5
puntos experimentales y la velocidad de crecimiento en la fase estacionaria (J2)

de 0,006 = 0,0005 calculado a partir de 10 puntos experimentales.

3. En biorreactor con el medio optimizado y agitacién en cascada del Oz disuelto,
mejord la produccion de biomasa en menos de la mitad de tiempo y la
productividad de PHB de 0,06 a 0,11 g/(l.h), respecto a Erlenmeyer con el medio
optimizado, sin embargo, no resulté éptima para la produccién de PHB. Con el
aumento de las cantidades de C y N en el medio hasta 50 % se logré ascender
la produccion de biomasa y PHB a 11 y 8 g/l, respectivamente. Con el aumento
hasta 100% se logré ascender la produccion de biomasay PHB a 14,4y 9,9 g/l,

respectivamente.
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Con la estrategia fedbatch, en la que se aplicd una alimentacion regulada por el
oxigeno disuelto se logré un aumento del 50 % en la producciéon de PHB,
respecto a las fermentaciones batch. Con la estrategia fedbatch en la que se
aplicé alimentacion exponencial se logré llegar a una concentracion de PHB de
25,7 con una productividad volumétrica maxima de 0,43 g/(l.h) en De este modo,
la concentracién de PHB se aumentd6 un 150 % respecto a la fermentacion batch
y mas de 5 veces respecto a la fermentacion en escala de Erlenmeyer en medio

optimizado.

Las velocidades especificas de crecimiento de la biomasa (1) calculadas en

escala de fermentador coincidieron con el valor y1 medido en Erlenmeyer.

Se demostré6 que el crecimiento de C. necator ATCC 17697 tiene un
comportamiento particular: un p distinto de cero en la fase estacionaria, lo que
difiere del crecimiento microbiano tipico. Esta diferencia se atribuyd a la
capacidad de C. necator ATCC 17697 de acumular biopolimero, que continua
incrementandose aun cuando la biomasa residual haya alcanzado su valor
maximo y constante en el estado estacionario. En todos los casos p2 tiene
valores semejantes, sin embargo, la diferencia radica en el valor de biomasa con

la que comienza esta etapa.

El Yrix de C. necator ATCC 17697 en medio rico es de aproximadamente 0,2.
Este valor se mantiene constante en las fases lag y exponencial. Cuando el

nitrégeno se agota el Ypix asciende en la fase de estacionaria

4. El biopolimero PHB obtenido a partir de C. necator ATCC 17697, resulté apto
para la produccion de membranas que resultaron no citotoxicas y cuyas
propiedades mecanicas fueron comparables con las de membranas de uso
biomédico desarrolladas por nuestro equipo de trabajo. Estos resultados alientan
a considerar al biomaterial producido en esta tesis para aplicaciones biomédicas.

5. Mediante el analisis de las micrografias MET se confirmé que la bacteria
puede acumular PHB también sin limitacién de nutrientes. En el medio de cultivo
optimizado, se observaron resultados novedosos: las células triplican su largo
para posteriormente dividirse en células mas pequefias, mientras que los
granulos van aumentando su tamafio. En un medio de cultivo sin fuente de

carbono los granulos disminuyen su tamafo, hasta practicamente desaparecer,
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transformandose en biomasa catalitica o residual con un rendimiento de biomasa
residual en funcidn de polimero acumulado de 0,31 g/g. Logrando que el cultivo

sobreviva 170 h de fermentacion.

6. De los residuos industriales empleados como fuentes de carbono alternativas
para la produccion de PHAs por C. necator ATCC 17697, glicerol residual y
melaza de cafa de azucar resultaron ser mas prometedoras. La productividad
volumétrica en glicerol de 0,10 g/(l.h) es superior a la productividad de 0,06 g/(l.h)

en fructosa.

163



Anexo

Anexo 1: Fermentador BioFlo 110 de New Brunswick Scientific
utilizado en el proceso de escalado conteniendo una
fermentacion de C. necator ATCC 17697




Anexo 2: Modelo matematico propuesto

Considerando que

X=R+P (2.2.2)
_dinX _ dX 1

se propone que
P=R.p (1)

donde p es el porcentaje de polimero promedio por bacteria, equivalente al

rendimiento Yp/x

De esta forma se obtiene una nueva expresion para la biomasa y polimero

acumulado

X=R (1+p) (2)
—_yv_P_

P=X ™ (3)

Igualando 1y 3 se obtiene

1
R—XE; (4)

Derivando la ecuacién 1 se obtiene

dP dR

_ 4R dp
E_dt'p-l_dt'R (5)

Por otro lado, aplicando In en Ec. 2 se obtiene
In(X) = In(R) + In(1 + p) (6)
En la fase exponencial, % = 0, pues Ypix es constante; luego las ecuaciones 2

y 5 se reducen a:

dp dR
E - E Pmin (7)

X =R.(1+ Pmin) (8)



donde p,,in €s el p inicial o minimo de C. necator.

Aplicando In a la ec (4) y derivando respecto al tiempo resulta

dInX dInR
dt ~ dt ©)

El primer término es p1, de modo que la biomasa residual crece con la misma

velocidad que la biomasa total en la fase exponencial.

. , dR .,
En la fase de acumulacion de polimero, e 0, por lo tanto la ecuacion 5 queda:

dP _ dp
dat — dt'Rmélx 1o

donde R,4, €s la biomasa residual maxima que se alcanzé en la fase

exponencial y permanece constante en la fase de acumulacion de polimero.

Derivando la ecuacioén 2

dX _ d(1+p)

dX 1 _ d(1+p) Rmax
dtx  dt X

Sabiendo que

dX1 _ din(X) _
dtx  dt

(13)

din(X) _ d(1+p) 1
dt  dt " 1+pe

= M2 (14)

donde p. es el porcentaje de polimero alcanzado al final de la etapa exponencial.

Integrando la ecuacion entre la finalizacion de fase exponencial y un tiempo (t)

[P+ p)dp = [ wpdt (15)
1
P _ ek (t—t,) (17)

1+p0



Para determinar ppin ¥ Rmax S€ requiere incrementar la frecuencia de medicién

de la biomasa total en funcién del tiempo. Estos ensayos forman parte de las

actividades consideradas para la siguiente etapa del trabajo.



Anexo 3 Procesado de imagenes TEM

En la Figura A.3.1 se muestra el procesado de la micrografia 4.5.2.c para hallar
las areas de las células que aparecen en el corte de la muestra a las 0 h a
20000X. Se realiz6 el mismo procesamiento para hallar las areas de las células

a todos los tiempos observados en las micrografias a 20000X

Figura A.3.1

De modo similar se procedio para calcular el area de los granulos. En la Figura
A.3.2 se muestra el procesado de la micrografia 4.5.2.c para determinar el area
de los granulos de PHB a tiempo 0 h. Se realizé el mismo procesamiento para
hallar las areas de los granulos de PHB a todos los tiempos observados en las

micrografias a 20000X.

Figura A3.2



Anexo 4 Procedimiento de tratamiento térmico de melaza cruda

Se prepara una solucién de melaza 20 g/l con agua desionizada. Se centrifuga
la solucion durante 20 minutos a 3500 rpm. El sobrenadante se mantiene durante
5 h a 40 °C con una agitacion constante de 200 rpm. Luego se centrifuga y el
sobrenadante obtenido después del siguiente paso de centrifugacion se

considera como melaza tratada térmicamente.



Anexo 5 Solucion de Yerba mate

La solucion de yerba mate se preparé con 10 g de yerba mate comercial y 100
ml de agua deshionizada calentada 2 minutos en microondas. Se dejo reposar 2
h'y luego se filtré con papel de filtro Watman n° 2.



Anexo 6 RMN de los biopolimeros sintetizados con fuentes de

carbono alternativas por C. necator ATCC 17697
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Figura A.6.1: Espectro RMN-"H de PHB sintetizado por C. necator en glicerol residual.

UNSAM-1Dai/2 sgs
- 888 2800
3 Zoe o o w
a Nan & & ~
& REE B < g
2600
2400
2200
2000
1800
1600
+ 1400
1200
1000
800
600
400
200
) Fo
| |
3 sﬂ ] 4 4 F-200
3 R 4 ]
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 8 70 60 50 40 30 20 10 O 10

f1 (ppm)

Figura A.6.2: Espectro RMN-"3C de PHB sintetizado por C. necator en glicerol residual.
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Figura A.6.7: Espectro RMN-'H de PHB sintetizado por C. necator en ac. estearico.
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Figura A.6.9: Espectro RMN-"H de PHB sintetizado por C. necator en ac. palmitico.
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Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son los poliésteres microbianos que se biosintetizan en los microorganismos en exceso de fuente de carbono y
nutrientes como nitrégeno o fosforo limitantes. Se acumula en el citoplasma en forma de granulos y representa para el microorganismo una
reserva de carbono y energia. En las Gltimas décadas los PHAs han sido profundamente estudiados dadas sus propiedades de termoplasticidad,
de biodegrabilidad y por ser biocompatibles. El polihidroxibutirato (PHB) es un biopoliester de la familia de los PHAs, que ha cobrado gran
importancia en el campo de la industria por sus propiedades fisico-quimicas. Si bien ha sido considerado como posible sustituto de los plasticos
de origen petroquimico, su alto costo de produccion lo hace ain poco competitivo. Por ello, se han disefiado diferentes estrategias para disminuir
el costo final del polimero; una de ellas comprende el disefio y la optimizacion de la composicion del medio de cultivo. Particularmente, en este
trabajo se evalia la influencia del inoculo inicial y diferentes relaciones carbono/nitrégeno (C/N) sobre la produccion de PHB con la
cepa Cupnavidus necator ATCC 17697.

] * * “ Los experimentos se realizaron en un medio de cultivo de sales minerales en Erenmeyers de 500 ml con
agitacion de 200 rpm a 30 1 C con dos fuente de carbono: fructosa o glucosa, en concentraciones de 5 a 20 g/l.
Para variar la relacién Carbono/Nitrégeno (C/N) se empled sulfato de amonio en concentraciones de 1,2 a 2 g/l

% Se monitored el proceso mediante la cuantificacion de biomasa, consumo de azlcar y nitrogeno, empleando
técnicas gravimétricas y colorimétricas

Ectad il i ()
H
*
*
*

++ Se aplicé un disefio de experimentos de Doehlert para dos factores: edad y concentracion de inéculo (17- 23 hs
y 1% - 5%, respectivamente), en 3 y 5 niveles, obteniendo un total de 7 experimentos, tal como muestra Ia fig. 1.

s ¥ La acumulacion cuantitativa de PHB se determind a partir de muestras digeridas con acido sulfurico al 80 %,
Figura 1: Dissfic Doshlent pars edad vy Mmidiendo la absorbancia a 234 nm en un espectrofotémetro de UV/Vis.

porcentaje de indculo en 3 y 5 niveles,

respectivaments.
[+ < Se observa el consumo de fructosa durante 74 hs de fermentacion, manteniendo una relacion inversamente

" |. proporcional al proceso de produccion de la biomasa.
< El consumo de amonio aumenta drasticamente después de 30 hs de fermentacion llegando practicamente al
consumo total hacia el final de la fase exponencial y luego permanece constante.
'i «El aumento gradual de PHB intracelular comienza siendo, relativamente proporcional al aumento de la

. t] [' ¢ biomasa, hasta alcanzar la fase exponencial tardia del crecimiento; a partir de ese tiempo el contenido del
\ » = polimero disminuye.
< Simultaneamente con el crecimiento y acumulacion del PHB, el pH del medio cambia de neutro a acido.

— 3
.
e

il = ("++En el medio de cultivo con fructosa, a las 72 horas de fermentacion, la cantidad de PHB obtenida fue,
Figura 2. Perfil ;,pm de la fermentacion en| de 2,84g/l y el coeficiente de rend|m|ent0 de biomasa en producto ‘|’pJx alcanzé 0,51 g/g, cuando la
hatch de C.necator {relaciin CIN de 24 con 1% | relacion C/N era de 31,4, utilizando indeulo inicial de 23 hs a una concentracion de 4%
e o) +En el medio de cullivo con glucosa, l0s valores la produccion de biomasa y PHB fueron practicamente|

" nulos. J
Resultados del disefio Doehler,,
Para cada uno de los experimentos del disefio Doehlert se determiné el contenido de PHB a: 0, 24, 48 y 72 horas. Para cada tiempo se realizo
una regresion polindmica acorde al modelo estadistico planteado, obteniéndose cuatro superficies de respuesta (Figuras 3 y 4). Los perfiles de
consumo de fructosa y fuente de nitrégeno se relacionaron con las curvas de crecimiento. La concentracion de fructosa decayo de 20g/l a

3,8g/l, siendo el coeficiente de rendimiento de sustrato en biomasa (Yx/s) de 0,34g/g. Se observd que el bajo nivel de nitrégeno al final de la
fermentacion limita el crecimiento.

/PHB,=0,037+0,009 E+0,026 P+0,006 E_P-0,013 E2+0,003 P2\

La superficie a tiempo 0 horas refleja la cantidad de PHB
acumulado en las células sembradas del inéculo. (Fig. 3 A)

|
>
w

PHB,,=0,710-0,043 E+0,068.P+0,166.E P-0,064.E2-0,384 P2
A las 24 horas la produccién de PHB se ve influenciada
prncipalmente por el valor cuadratico de el porcentaje de .
inéculo, como se observa claramente en la fig. 3 B.

PHB

i

® | PHB,,=2,225+0,063.E-0,126 P+0,337 E.P-0,074.E2-0,147 P2
Luego, a las 48 horas, la asociacion de ambos factores
influye en la produccion. (Fig. 3 C) .

Figura 4 Reiacion entre I35 supamficias de
! acumulacion de PHE a las 0, 24, 48y T2h.
H

% indeia ad del 50

PHB,,=2,133-0,003 E+0,031 P+0,189.E P+0,58 E2+0,364 P2
A las 72 horas de cultivo, en el punto central del disefio, la Agdradecimientos

Figura 3 Superficias de respuesta” scumulacion de PHE a las 0 - S PR o
e e e o acumulacion de PHB comienza disminuir debido a la

e ) Al Dr, Jorge Magallanes por su colaboracion
degradacion intracelular de PHB producida en la fase| para planificar y analizar el disefio

\ , = o expenmentai y al Instituto de Investigacion e
\estacionaria (Fig. 3 D). /' |ingenieria ambiental 31A (UNSAM).
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my-ﬁ-hydlaxybutyric acid (PHB) is a natural, biodegradable polymer that a large number of bacteria accumulate as an energy reserve. They are produced whenw

carbon source is in excess while nutrients such as nitrogen or phosphorous are available in limited. In terms of morphological and mechanical properties, the PHB
homopolymer is comparable to some of the more common petrochemical thermoplastics. However, the high price of commercial grade PHB limits its use to specialist
niches. Spreading the use of PHB requires reduction in the production costs by improving fermentation strategies, using low-cost media, and applying easier downstream
recovery methods. This contribution presents an experimental design-based developed to optimize the medium for the production of PHB by Cupriavidus necator, American
Type Culture Collection 17697, in 500-ml shake flasks (30 1°C, 200 rpom). The experimental design proposes an efficient way to obtain optimization of a process or product
with @ minimum number of experiments. The medium optimization is based on three stages of experimentation: screening, optimization and verification. Screening enabled
to determine the relevance of five experimental conditions: concentration of the carbon source, concentration of the nitrogen source, culture pH, ionic strength and agitation
intensity. A two-level fractional factorial design (5 factors, 16 combinations) was employed. Optimization experiments allowed to provide in-depth information about the
factors with higher impact on performance during screening. Finally, verification experiments were used fo validate the results under specific experimental conditions.
Biomass content was evaluated by gravimetry and turbidimetric measurements. Fructose and Ammonium concentration in the supernatant was determined by colorimetric
methods. Crotonic acid formed from PHB during acid digestion was detected by absorbance at 234 nm. Among the main results it is observed that the yield of PHB strongly
depends on the culture growth and that its degradation begins at the onset of the stationary phase. Hence, timing the harvest is essential to prevent a loss of the produced
PHB. When using ammonium sulfate and fructose, the optimal C/N ratio was 23.5 which allowed a PHB concentration of 2,84g/l. The sensitivity of the biomass and PHB
yields to changes in C/N depends on the nitrogen source used. The characteristics of the optimal culture were: maximum specific fructose consumption rate of 0,49 g/lh; a
maximum specific PHB production rate of 0,048 g/lh; a maximum product yield coefficient of 0,51 and the cell yield coefficient for fructose of 0,38.

= = = oy L . . . Tabla 2. Matriz de disefio
Tabla 1. Niveles elegidos para los cinco faclores  £n gsts trabajo se utilizé un disefio factorial fraccionado (FFD) de cinco factores en Ex
Niveles tres niveles para optimizacion de la composicion del medio de cultivo en la P
Factor  Unidad i) - produccion de PHB (Tabla 1). Se evalud el efecto de: concentracién de fuente de N € N PH _FI L
- carbono (C), concentracién de la fuente de nitrégeno (N), concentracion de gl gl gl mi
c all 15 20 25 microelementos (m), pH inicial y fuerza iénica (Fl) del medio. Se construyé una 1 15 15 65 4 3
N ol 15 225 3 matriz  donde se afiadi6 el punto central por triplicado para chequear la 2 15 15 65 12 1
reproductibilidad del sistema (Tabla 2). El disefio fraccionario elegido fue de 3 15 15 75 4 1
el - 8 T 75 resolucién V (RV). 4 15 15 75 12 3
5 15 3 6,5 4 1
i ot . g 2 Tabla 3. Resultados de la fermentacion de 72hs: pH final del medio, fructosa consumida (C), 5 15 3 61‘\ 12 7
m mlil 1 2 3 biomasa (X), produccion de PHB y rendimientos del proceso (Y,,, de biomasa en producto; =
B 7 15 3 75 4 3
Yo de sustrato en producto Y, de sustrato en biomasa) 5 = : 7'5 = -
~Se observa consumo de fructosa en todos los Exp. N° PH c X PHE Y Y. Y. 9 25 15 65 4 1
experimentos, sin llegar al consumo total. final pix b o 10 25 15 65 12 3
il 25 15 75 4 3
o- gl gl 9l 9/ 99 949 -
Los valcresE);‘;. ':)r:oli’u?:}:?dx 1ge biomasa y 1 4,14 L0872 103 046 015 08 :i gg 135 Zg 142 ;
b
consumo de fructosa son bajos: 2,06 - 2,44 g/l y g g;? 122; giz g;g g‘g; g;? g‘gg 14 25 3 65 12 1
6,92 - 7,58 g/l, respectivamente. - — - - = d 15 25 3 75 4 1
~El pH del medio disminuyé abruptamente hasta 4 v DO H0 4‘89 il LE G 0‘4‘| 16 25 3 75 12 3
llegar a valer 4, aproximadamente, le que inhibié 2 4530 7'1‘7 221 Wed e (5 0,31 17 20 225 7 8 2
el crecimiento bacteriano. Esto es consecuencia 6 S e 199 s T 0'3?' 18 20 225 7 8 2
de los bajos valores de FI (4 mg/l) y pH (65) — 7 461 1383 5064 214 038 016 041 19 20 225 7 8 2
iniciales, es decir, el bajo poder amortiguador del " N9 4340 404 G2 0o 90 L
medio. 9 422 692 244 104 043 015 035 Se calcularon los efectos de los factores
>Este conduce a una baja produccion de PHB, 10 606 1346 48 28 059 022 036 principales y de las interacciones de segundo
entre 0,92 y 1,04 gl. 1 625 1693 636 412 0,65 0,24 0,38 orden sobre ensayos de un sistema de 6
12 6,97 1532 540 3,12 0,58 0,20 0,35 variables con la produccion de PHB como
13 421 758 2,06 092 045 0,12 0,27 respuesta. La relevancia de los factores del
Exp. N° 16 14 571 1244 421 1,32 031 0.11 0,34 sistema estudiado se hizo mediante la prueba de
~El consumo de fructosa y produccién de 15 428 1546 4,92 246 050 0,16 032 normalidad o “Ranquit” (Figura 1).
biomasa fueron maximos: 18,72 g/l y 7,57 g/l 16 6,55 1872 157 331 0,44 0,18 0,40 Figura 1. Rankit de la Muestra vs Distribucién Normal
respectivamente, lo que esta relacionado con el 0 626 1802 6,04 438 066 024 037 T T T T 3 T T
pH optimo inicial, la alta Fl y el alto nivel de Ny #

; e = 4 o i
»Se observan condiciones optimas para el El medio de cultivo 6ptimo para que el g B
crecimiento bacteriano, pero no son optimas proceso sea productivo debe combinar B Sfiser
para la generacién del preducto: el contenido de i ite la produccion de biomasa s T ep e 78 1
PHBY Y, 3,31 g/l y 0,44 g/g, respectivamente. celular con un alto contenido de PHB H Fin WG

H
£ T e 1
Exp. N° 0y 11 A s i N
~El contenido de PHB es maximo en el punto - £ 1
central ‘:9‘ disefio Exp. N° 0 (4,38 g/l) y en el El consumo de fructosa y fuente de nitrégeno s
Exp. N*11 (4,12 gfl), generando a su vez estan relacionados con el crecimiento bacteriano N
maximos rendlmlwentos del proceso (0,66 g/g y y la posterior acumulacién de PHB. e 7 5 © E3 g W
0,65 gfg, respectivaments). Cuariles e Distibucion Nomal
~Se observa un buen crecimiento bacteriano, El factor de mayor relevancia resulté ser el
alrededqr_d_e 8,54/l @ nitrégeno con nivel negativo, 1o que indica que a
~El pH inicial es de 7 y 7.5, y no se observa una Vi = ; — | mayor concentracién de nitrégeno, menor contenido
caida brusca del mismo durante la fermentacion. La concentracién de N en el medio de cultivo de PHB . En segundo orden de relevancia se
El sistema regulador de pH tiene maxima deb;e fe'd"P“"‘?: If‘“;""“ta' el 3'901""'3"'0 encuentra la asociacién negativa de pH-Fl y en tercer
capacidad. OO ericlmnioe asoleponancin oo lugar se encuentra el pH con nivel positivo. El resto
»Las concentraciones de la fuente de C y N son crecimiento y a su vez limitante en la fase de los factores y asociaciones no se alejan
optimas, entre 20-25 g/l y 15 - 225 gl estacionaria donde se acumula la mayor demasiado de la prueba (recta) de normalidad, por lo
respectivamente . \_ cantidad de PHB. que no resultan significativos.
Con la matriz de disefioc y la produccion de PHB como respuesta, se calculdé un modele de Agradecimientos )

regresion lineal para los factores principales y las asociaciones de segundo orden y no ajusta correctamente. Lo mismo se

hizo con la produccién de biomasa como respuesta pero tampoco ajusta a un sistema lineal. El centro del sistema es el de
mayor respuesta, esto indica que hay una curvatura muy fuerte, es por eso que un modelo lineal no es apropiado para
describir este sistema. Para trazar un modelo cuadratico se necesita completar el modelo con la otra mitad del disefio para || al
Ambiental 31A (UNSAM).

tener suficiente cantidad de experimentos.

Instituto  de

Al Dr. Jorge Magallanes por su colaboracion
para planificar y analizar el disefio experimental y

Investigacion e  ingenieria

J
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Figura 1: Superficie de respuesta de PHB para el disefio de optimizacién
de cinco variables en tres niveles. (Variables fijas: C=20g/l, N=1,5g/1,
P=875 g/l y m=2 ml/l)

a)

Estimate F
. 4.07 45.05
-1.62 3213
0.98 16.10
154 29.03
-0.36 3031
38.30
23.47
19.64
18.43
14.67
9.70
10.12
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El polihidroxibutirato (PHB) es un biopolimero sintetizado por una gran variedad de microorganismos, como reserva de carbono y energia bajo
condiciones limitantes de nutrientes esenciales y en presencia de una fuente de carbono en exceso. En los ultimos afios aumento el interés de los PHAs
|en aplicaciones biomédicas, por sus propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad. ‘

W

El objetivo de este trabajo fue realizar el escalado de la produccion de PHB con la cepa Cupriavidus necator aplicando un sistema de cultivo en lote
| (batch) aerdbico utilizando un biorreactor de tanque agitado.

Magenafes 3 MEDaDS
L

3041°C, pH inicial 7, Inéculo 24 s
1507pm

Medio de cultivo de sales minerales:
Fructosa 30 g/1, como fuente de carbono y
sulfato de amonio 2,5 g/1, como fuente de nitrogeno.

Erlenmeyers de 250 ml

Viniciar 60 ml, 30°C, pH inicial 7, 150 rpm

Durante el crecimiento se cuantifico:
5 Escalado en biorreactor de 6 1
‘ = Consumo de sulfato de amonio - 7ecnica colorimetrica
= Consumo de fructosa ~ Carbono arginico total
= Produccion de biomasa - Gravimetria
DA lacién de PHB - as digeridas con dcido sulfiirico
a1 50%, midiendo Ia absorbancia a 234 nm.

(I
Al
u‘jUUHH Semonmeod'consumomdgaxmdasudﬁo',
" cuando este cayo de 100 % a 20% se activd
una cascada de agitaciéon, de modo que
regule el oxigeno disuelto al 20%

! Vinicial 21, 30°C, pH 7 cte.

S » Las concentraciones de biomasa y PHB, fueron de
B - 12+1,2 g/1y 80,1 g/1, respectivamente, a las 66 hs de
» Las concentraciones de biomasa i Wy e . =3 incubacion.
y PHB fueron de 8,430,1 g/1y [§ | . worsm &Y u » Alas 22 h se consumio totalmente el sulfato de amonio,
5,240,2 g/1, respectivamente, |g <« e . coincidiendo con un aumento abrupto en la
luego de 68 hs de incubacion. gl : = concentracion del biopolimero.

» Se consumid totalmente el
sulfato de amonio y la
concentracion  de  fructosa
decayo de 30 g/1a 8 g/1.

» Siendo los rendimientos y
productividad:

» Luego se mantuvo relativamente constante la biomasa
residual, indicando que todo el aumento en la biomasa
se debe a la metabolizacion de fructosa acoplada al
almacenamiento de PHB.

» La concentracion de fructosa cayd de 30 g/1a 1,5g/1,
y mejord notablemente su aprovechamiento,

» Como lo muestran los rendimientos y productividad:

[Yxs | Yo | Yok | P |
74 74 gs  glh
0,39 026 067 015
+0,00 +0,03 +008 001

Fructom (/)

| Yx/s | Yp/s | Ypix | P |
gz gz gz glh
043 0,27 0,62 008
+001 +000 +002 =000

[ EDVLCEMSL;V\/

El escalado del proceso de produccion de PHB en biorreactor agitado permitio aumentar mas del 50 % la concentracion de biopolimero y!
duplicar la productividad del proceso.
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BIOSINTESIS Y CARACTERIZACION DE POLIHIDROXIBUTIRATO PARA APLICACIONES BIOMEDICAS
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Introduccién 2-Espectroscopia

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros naturales sintetizados por varios| | Asignacion de sefiales caracteristicas de PHB §(ppm)
organismos, como reserva de carbono y energia bajo condiciones limitantes de |

(|

nutrientes esenciales y en presencia de una fuente de carbono en exceso. Los| Wk i) SCIMR (126 RLi; COCL}

PHAs pueden emplearse en una amplia gama de aplicaciones médicas debido a| | 127 (6-CHICH.)CH.COx-) 169.28(-CO-) f =
sus caracteristicas fisico-quimicas: g y baja| | 2:45-2.63(CH(CH;)CH,CO,) 67.75 (-CH-) -
citoxicidad. 5.22-5.29 (m, -OCH(CH,)CH,CO,)  40.93 (-CH,") \ |'

19.91 ppm (-CH,)

Metodologia

Sales minerales

Cuantificacién de HV en PHBV: relacion de la integracion las sefiales de CH, de HV y HB
Fructosa 30

e/ & (CH3 de HV): 0.89 ppm 5
(NH,),50,2,5g/1 5 (Giia de HB). 127 ppm _— | Contenido HV: 0.7 % molar

Fermentacion Batch 30°C, pH=7
150 rpm, indculo 5%
Cupriavidus necator

FTIR

Se ve el pico caracteristico de los PHA: 1720
cml, que corresponde al estiramiento C=0
(1670-1820 cm™) bandas en 2930 cm™y 2975
cml, el estiramiento de C-H (2850-3000 cm™!)

O]

3-Citotoxicidad

Indirecta

Null control Negative control Positive control PHB

. Purificacion
> w ~ Espectroscopia IR, *H-RMN, *C-RMN
Caracterizacion
* Citotoxicidad

( A Membranas - Propiedades mecanicas
reabsorbibles ——

Evaporado de solvente

De acuerdo 3 150 10993-5 standard,
Observacion al microscopio signos de
toxicidad.

Pure extract

Extract 1/16

Resultados

1- Rendimientos y productividad

s »
| .
3
§ M § El polimero o las membranas no
i3 s inducen efectos citotéxicos en
s g los cultivos celulares
g ®
] s . 2 .
i 4-Propiedades mecanicas
i ‘ Ensayos tension-deformacion [ oo | sovow ]
Tiempo (h} —PHBIE Mbdulo (MPa) 1131%157 970+50
™ Tensién max. (MPa) 16%5 12+
2u Deformacion max. 3%1 211
£ bio/g fru 2 PHB/g Fru Prod./Bioma Conc. prod/tiempo 3
®
| o [ 0z [ oe2 [ oo | :
“ El polimero obtenido posee propiedad ani ‘
2 comparables a los sustratos desarrollados povi
\ ame | aos | aaw | ams | oom  oms FieRtaSrige. |
Conclusiones e

« Tanto el PHB obtenido como las tienen p isorias propiedades para su /

aplicacion en dispositivos biomédicos. Agradecimientos
« El método de extraccién y purificacion medi: I orgénicos d 6 ser

efectivo dada la ci icidad nula del poli y éptimas pi dades mecénicas de las

2 Este trabajo fue financiado parcialmente por el subsidio PIP 083 del Consejo Nacional de
membranas reabsorblbles. . Investigaciones Cientificas y Técnicas y el EMPRETECNO 0037/2012 de la Agencia Nacional de
* El polimero obtenido fue I polih (PHB) con un 0,7 % de Promocién Cientifica y Tecnolégica

hidroxivalerato (HV) sélo con fructosa como fuente de carbono. / \
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Los polifudroxialcancatos (FHAs) son polimeros biodegradables de origen bacteriano, que sirven como sustitutos de los plisticos de origen
petroquimico. Sus costos de produccion no son competitivos respecto a los de los plashcos convencionales; uno de los factores que encarecen el
proceso es la fuente de carbono de las bacterias.. |

O

El objetivo de utihzar resducs agroindustriales como fuentes de carbono para la produccion de PHAs tiene doble beneficio: abaratar los costos de
| produccion y evitar su disposicaon final en el medho ambients. |

Erlenmever: de 250 ml
V imicial 60 ml, 30°C, p#d bicial 7, 150 rpm Durasge el crecimuiento se cuantificd:
Medio de cultivo de sales minerales
I, L300 L DU, = Produccién de Momass -
de FHA - dygcradar
“‘-dn—ﬁ-uu—ua

- Ll 1
"ol
1

e T

diferenties concentraciones 10, 20 y 30 g/1
Almidon 2., Sclecciin de suplementos residuales £ 208/l Fuente de carbono priscipal fructosa 5 g/1 & Mefors de Ia produccitn de blomess y FHA por fa
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Introduccion

\ Entre varios polimeros biodegradables se encuentran polimeros alifiticos de la familia de polihidroxialcanoatos (PHAs). Se producen naturalmente via fermentacién
bacteriana bajo las condiciones de limitacién de nutrientes y exceso de carbono en el medio de cultivo. El amplio uso de los PHAs estd limitado debido su alto costo de
produccién comercial en comparacién con los polimeros petroquimicos. Por lo tanto, se han desarrollado diferentes estrategias para disminuir el costo final del polimero,
cpmo el diseno y la optimizacién de la composicién del medio de cultivo y el uso de los desechos agroindustriales como sustratos de carbono renovables y econémicos. El
jetivo de trabajo es disefiar un medio de cultivo y evaluar la influencia de diferentes fuentes de carbono de grado analitico y residual en la produccién de PHAs con la
pa Bacillus cereus.
Materiales ¥ Métodos 7 Los experimentos se realizaron en la escala de erlenmeyers de 500 ml con 100
ml del medio mineral. Se probaron diferentes condiciones de la incubacién: la

Moografizz JTIM. de Medio de cultivo para produccion de PHAs  agitacién 150-200 rpm, el temperatura 28-37°C y la cantidad del inoculo 1-3%

granulos  intracelulares

de PHA acumulados en F/Carbono 10-25g/1 » Como sustrato de carbono se utilizé: glucosa, sacarosa, fructosa, glicerol puro,
B.cereus F/Nitrégeno 0,5-25g/1 almidén soluble y de nitrégeno: sulfato de amonio, urea, acetato de amonio,
Extracto de levadura 1-5g/1 cloruro de amonio en distintas concentraciones
Sn de microelementos  1-5ml/1 » Se evalué la capacidad de la cepa utilizar los residuos agroindustriales como
KH2PO4 25g/1 melaza, aceite de cocina usado, jugo de yerba mate, suero de leche.
K:{HPO‘ 25/; % » Se monitoreé el proceso mediante la cuantificacién de pH, biomasa y
P = acumulacion de biopolimero empleando técnica de gravimétria y de
espectrofotometria ultravioleta (234nm), respectivamente.
Perfil tipico de crecimiento de B.cereus y Resultados
de acumulacion de PHA
Ule Cambio de pH Temperatura de incubacion Velocidad de agitacién
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Biomasa seca PHA Rendimiento
Fuente dejcarbono (a/1) (a/1) (%)
IControl nefativo 0,73 +0,07 0,001 +0,00 0,1
Concentracion de la solucion de
3,53+0,00 0,83 +0,01 234 microelementos Control 1afl 2a/l 4all San
3,60+0,13 1,08+ 0,09 29,9 » La presencia de levadura en el medio de cultivo era
717£0,10 2415015 336 mdlspensaAbl? para crecm‘uAe’nto bacteriano. A )
» Se determiné la composicién final del medio de cultivo
7804000 | 421:023 54,0 productivo de sales minerales, fructosa 20g/l, levadura
3 g/l, sulfato de amonio 2g/l, soluciéon de
6,80£0.13 3,100,03 45,6 microelementos 1 ml/l, pH 7.0 con el inoculo de 8 hs
m o 5 - S
5334000 257£0,00 483 Control ml 25ml en la concentracién de 3%. Se establecieron 6ptimas

condiciones de incubacién 32°C, 150 rpm y 48 hs.
de yerba mate 1,10+0,03 0,03 £ 0,00 25

137+0,10 0,01+0,00 10 o Ta e fucatedentpgena Concentracion de sulfato de amonio

1,77 £0,03 0,22 + 0,02 12,1 -
» D bs

8 ‘ sustratos de grado 4
0 maximo rendimiento Concentracién de fructosa g
se | dbservé con fructosa y
iderfll: 540% y 456%, 5
resfegtivamente. .
» De Qa4 residuos probados se | -
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lJ acién con los otros Control 100/ 204/ 250/1 del producto a partir del peso seco celular de 5,21+0,15 g/1y 64,6%, respectivamente.
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Los polihidroxialcanoatos (PHAS) constituyen un grupo de

biopoliésteres atractivos para aplicaciones industriales por sus

propiedades termoplisticas, de biodegradacién y biocompatibilidad. Son

producidos por microorganismos que, cuando se los cultiva en un medio

con exceso de carbono y limitacién de algin nutriente, lo almacenan
"._como material de reserva.

Los PHAs se acumulan en el citoplasma en forma de granulos de
estructuras amorfas, dindmicas, bastante complejas, que pueden
considerarse como organelos bacterianos. Para una deteccién simple de
los granulos se utiliza la técnica de microscopia dptica con tinciones
especificas de colorantes de naturaleza lipofilica. Sin embargo, para
describir con precisién la estructura fisica de las inclusiones lipidicas
bacterianas se emplean microscopios electrénico de barrido,
transmisién o de fuerza atémica.

ovashchuk@unsam.edu.ar

Biosintesis

El ObietiVO de este trabajo es observar y describir los granulos de PHAs
formados en dos tipos de bacterias con capacidad de acumular el biopolimero:
Cupriavidus necator (Gram negativa) y Bacillus cereus (Gram positiva).

)

Materiales y Métodos

0 Los experimentos de acumulacién de polimero se
realizaron cultivando las bacterias en un medio
de sales minerales con fructosa como fuente de
carbono

Condiciones de incubacién: 30+1°C, 150 rpm, 72 hs

0 Se sacaron las muestras para:

«+ la tineién con Negro Sudan 0,3% con la posterior
observacion de los extendidos en el microscopio
6ptico Mikoba 1000x con camera digital DCM900

&+ microscopia de transmisién (TEM)

0O Preparacion de las muestras para TEM
» Centrifugacién y el enjuague de cultivo celular con buffer fosfato 0,1M a pH 7,4
» Fijacion quimica: 1) 4hs a 4°C con glutaraldehido 2,5%
2) 60 min a 4°C con tetréxido de osmio 1%
» Lavados con el buffer y agua bidestilada entre las fijaciones
» Deshidratacién en series con alcoholes ascendentes y acetona
» Inclusién en resina epoxy “Durcupan”
» Polimerizacién a 60°C durante 72 hs
» Obtencién de cortes ultrafinos de 70-90 nm de espesor por medio de un
ultramicrétomo con navaja de vidrio
» Montaje en grillas de cobre
» Contraste de los cortes con acetato de uranilo y citrato de plomo (método
Reynolds)
» Observacién al MET Zeiss 109 con camara Gatan W10000 (LANAIS-MIE, Famy

de Medicina, UBA

Resultados y Discusion

B.cereus (A) y C.necator (B).

Micrografias TEM de los granulos intracelulares de PHAs acumulados en

0O Segun las microscopias realizadas ambos tipos de bacterias
acumularon granulos intracitoplasmaticos de PHAs.

(T N -

O En el caso de la coloracién

- g. con Negro Sudan, los

‘ granulos se tifieron de color

-~ ‘ azul intenso y el resto de
4 citoplasma rosado.

L

Micrografia obtenida al microscopio dptico (1000x) de B.cereus
Tincién con Negro Sudan 0,3%.

A: Las micrografias TEM de B.cereus de 24 hs de cultivo mostraron
granulos de PHAs dispersos en la citosol. La cantidad maxima de
granulos ascendid a 12/bacteria; el tamaiio de los granulos varié
entre 0,2-0,6 pm. Se observé también la zona de formacién del
septo esporal y el desarrollo de la preespora bacteriana.

B: Las micrografias TEM de Cnecator cultivado durante 72 hs
revelaron la formacion de 2 a 4 granulos de PHAs de forma esférica
con didmetro maximo de 0,3 pm. Se observé la coalescencia de
granulos, que podian dar lugar a un granulo tnico de 0,7 pm.

Conclusién

O Se destaca la utilidad de la microscopfa TEM para deteccién y seguimiento de la acumulacién de PHAs en la estructura de bacterias tanto Gram (+) como

Gram (-).

O Técnica TEM contribuye a la determinacién de la morfologia de los granulos del biopolimero y permite cuantificar el volumen acumulado, indispensable

para la evaluacion de la productividad del proceso de produccién
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Introduccion

o e Por lo tanto, en ciertas aplicaciones del sector médico,
)\/U\ El polihidroxibutirato  (PHB) s un  jnqustial y agricola, los PHAs puede reemplazar
Hﬂ)vu\E )\)I} ™M biopolimero perteneciente a la familia  girectamente a algunos polimeros no biodegradables
de los polihidroxialcanoatos (PHA). mds tradicionales, debido a que son biodegradables,
Los PHAs son sinfetizados por una gran variedad de microorganismos.  pjoadsorbibles y biocompatibles (Koller, 2018).
como reserva de carbono y energia bajo condiciones limitantes de -
nutrientes esenciales y en presencia de una fuente de carbono en .H
exceso. Sus propiedades fisicoquimicas son comparables a algunos de
los termopldésticos derivados de petroquimicos mas comunes, como el
polipropileno. (Lee, 1996)

e La bacteria Cupriavidus necator es un organismo modelo como
productor de PHB, debido a su capacidad de acumular grandes
cantidades de este polimero a partir de un medio de cultivo

icrografia TEM simple.
C e
Para la produccion del PHB, la esirategia de fermentacién mas ulilizada es el cultivo fed-bafch en el cual las células crecen hasta una determinada
concentracion sin limitacién de nutrientes, luego un nutriente esencial es limitado para favorecer la sintesis del biopolimero (Lee, 1996
3% etapa

Metodologia ) 2 etapa
Indculo 10 Fed-batch Fed-batch

- sin limitacion de N con limitacién de N

( Produccién de PHB
T Etapas -Agitacién:1000 rpm produccion a ;
L - Productivas -Aireacién: 2 Ipm -Agitaciéon:650 rpm
L2y3 -Base: NH,OH -Agitacién:750 rom -Aireacion: 1 Ipm

-Aireacién: 1,5 lpm

C. necator b . Al e o -Base: NH,OH

ATCC 17697 + 1l i ERR -Base: NH,CH [|-Alimentacién: fructosa

crcT(nki:nE:I;rc\;dm -Alimentacién: fructosa | [600 g/l regulada con
600 g/l regulada con 0,d con 30-20% de

0,d con 70% de corte corte.

Durante &l erecimiento s cuantifics:
=  Consumo de sulfato de amonio
~Téenica coloimétrica
= Consumo de fruct
~Carbeno orgdnico fotal
= Produccion de biomasa
- Gravimetria
= Acumulacion de PHB
- Muestras digeridas con dcido sulfirico
al 80%. midiendo la abserbaneia a 234 nm. ) Sl de caa 25 gl
- fuente de nifrégeno

Resultados y discusion

1° etapa 2° etapa
Duracion 20 hs. Duracién 23 hs.

= Fructosa g/1
= Inici6 con la alimentacién con
fructosa en funcion del +Sulfato de amonio g/1
+ Primeras 10 hs: O,d 2 90 consumo de O,d. La bomba C
» Ultimas 10 hs el valor de O.d se enciende cuando el O,d +Biomasa g/1
comenzé a descender supera un valor de 70 %.
+ Alas 20 hs,-Spike -consumo (NH,),50, se mantiene
total de fructosa. relativamente constante - su
ingreso y consumo se
equipararon.

PHB g/l

Biomasa: 8 g/l Biomasa: 30 g/I
PHB: 1,6 g/l —) PHB: 13,7 g/I —) 3° etapa
Duracién 49 hs.
Estos X resultados son superiores  a |C?S ob-tenlz?i,os =+ Inicio con el reemplazo de la base (NH,),SO, por NaOH
anferiormenfe en nuestro grupo de investigacion . (NH,),50, Durante las primeras 6 hs.. constante, decreciendo luego hasta llegar a
mediante fermentaciones baich, donde a partir del = cero.
mismo sustrato se obtuvieron 12 g/l de biomasay 8 - Fructosa - continué aumentando - velocidad de consumo, infetior a la de ingreso.
g/l de PHB, con una productividad de 0,15 g/I/h de Biomasa 35,5 g/I

PHB (Nygaard et al., 2017). = PHB: 17,5 g/I
Productividad: 0,25 g/(1.h)

Conclusiones bliografia

La fermentacion de la bacteria C. necator ATCC 17697 en Koler M. (2018) “Biodegradable and biocompatible PHAs: Auspicious microbial
SR s B pltrermiies il Ghemneiie asleeien

biorreactor agitado mediante un proceso que INcluyd UNA  ygiecyies, vol. 23, no. 2, pp. 1-20.

etapa batch y dos etapas fed-batch resultd efectiva para la lee S. Y. (1996 “Plasic bacteria? Progress and prospects for
- = 2 polyhydroxyalkanoate production in bacteria” Trends in Biotechnology, vol. 14,
produccién del biopolimero PHB, alcanzando el doble de o 11 pp. 431-438.

4 Nygaard D., Yashchuk O., Noseda D., Hermida E (2017).“Primera etapa
concentracion de PHB v e aumento notable de su del proceso de escalado de la produccién de PHB en cultivo batch,” in XViI

productividad volumétrica, respecto a fermentaciones batch.  Jomadas Argentinas de Microbio
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Improvements in PHB production by wild type Cupriavidus necator using

different feeding strategies.
Nygaard D, Yashchuk O, Noseda D and Hermida E

Polyhydroxyalkanoates (PHA), of which polyhydroxybutyrate (PHB) is the most
abundant, are polymers of bacterial origin used for various applications in the medical,
industrial and agricultural fields. In this work, we report, the medium optimization study
in shaken flasks and large-scale production in stirred-tank bioreactor of PHB by wild type
Cupriavidus necator. Variation in fermentation conditions has been explored to increase
the yield of PHB.

In order to address the selection of the main factors and optimize the culture medium,
an experiment was designed based on the coupled response surface methodology, with
a complete factorial design. A maximum PHB production of 4,6 g/l and biomass
production of 6,5 g/l was obtained under optimized conditions. Polymer production was
then scaled up to 6 | batch fermentation, where a significantly higher biomass of 15 g/l
with a content of 9,85 g/l of PHB and a productivity of 0,13 g/(l.h) was obtained.
Afterwards fed-batch strategy was performed applying a three-stage procedure. The first
stage consisted of a batch culture to allow cell growth. In the second phase a fed-batch
culture was carried out by feeding with fructose (600 g/L), which was regulated according
to the concentration of dissolved oxygen in the culture, with a 70% cut-off. In these two
stages the NH40OH served to regulate the pH and also allowed avoiding nitrogen
limitation. The third stage consisted of a fed-batch culture with nitrogen limitation; the
fructose feed was regulated according to the dissolved oxygen with 30-20% cut-off and
the base was replaced by NaOH. The maximum biomass production was 35 g/l with a
PHB content of 17,5 g/l. Finally a fed batch process operated with an exponential feeding
strategy in the second phase led to a maximum biomass production of 52,1 g/l with a

PHB content of 27 g/l and a volumetric productivity of 0,40 g/(l.h).
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Abstract

Polyhydroxyalkanoates (PHA), of which polyhydroxybutyrate (PHB) is the most abundant, are
polymers of bacterial origin used for various applications in the medical, industrial and
agricultural fields. In the present study we worked on the selection, evaluation and improvement
of the significant variables of the medium for the production of PHB by Cupriavidus necator
ATCC 17697. In order to address the selection of the main factors and optimize the culture
medium, a complete factorial experimental design based on the coupled response surface
methodology, was presented. The model with the best adjustment of the variables turned out to
be quadratic in fructose (C), linear in ammonium sulphate (N) and pH, with interaction in pH and
phosphate solution (P), where the pH was the most significant (p<<0.0001) while the micro-
elements solution could be neglected. Thus, optimum carbon concentration, adequate nitrogen
limitation and interaction between initial pH and phosphate solution concentration are important
factors to ensure a high production of PHB. The optimal values of the selected variables were
C=20 g/l, N=1.5 g/l, P=8.75 g/l and pH 7.5. A maximum PHB production of 4.6 g/I, obtained
under these conditions, increased almost 2.5 times. The polymer accumulated in the cytoplasm of
C. necator ATCC 17697 in the form of granules showed an FTIR spectrum corresponding to that
of commercial PHB.

Fecha de aceptacion: 13/03/2019.



Abstract

Native Cupriavidus necator is a useful and powerful tool for the biotechnological
production of Polyhydroxyalkanoates (PHAs). PHAs are polymers with an increasing
commercialization, due to the excellent combination of their attributes: thermoplastic,
biodegradable and biocompatible.

In this work we studied the accumulation of PHAs from the native strain C. necator ATCC
17697 in order to generate PHAs at a laboratory scale and establish the parameters of
the process that allow productive scaling. The culture medium was optimized with
fructose as the sole carbon source for the production of PHA in Erlenmeyer. The
production process was scaled and optimized in a 7 | bioreactor. Different fermentation
strategies and culture media were analyzed in batch mode and different feeding
strategies in fedbatch mode. The kinetics and morphology of PHA granule formation in
different media and at different fermentation times were studied. In addition, a physico-
chemical characterization of the polymers produced was carried out and membranes
were made to evaluate their possible use as biomedical material. Finally, alternative
carbon sources were evaluated for the production of PHAs by the bacteria.

During the optimization of the culture medium in Erlenmeyer it was possible to increase
the production of PHB by 2.5 times, compared to the initial experiments. By scaling and
optimizing the bioreactor process, the production of PHA increased 5 times more, finally
achieving 27 g/l of PHA in the fermenter, with a maximum volumetric productivity of 0.43
g/(1.h). Cell sizes and morphologies of C. necator ATCC 17697 were determined in the
different productive stages, highlighting the variation in the quantity and size of
accumulated PHA granules. The PHA produced, extracted, purified and characterized
was useful for the production of membranes that were not cytotoxic and whose
mechanical properties were comparable with those of biomedical membranes developed
by our team. These results encourage to consider the biomaterial produced in this thesis
for biomedical applications. Of the industrial waste used as alternative carbon sources
for the production of PHAs by C. necator ATCC 17697, residual glycerol and sugarcane

molasses proved to be more promising.
Keywords: Cupriavidus necator, polyhydroxyalkanoate, optimization, scaling,

residual carbon sources.



Resumen

Cupriavidus necator nativa resulta una herramienta Util y poderosa para la produccion
biotecnoldgica de Polihidroxialcanoatos (PHAs), Los PHAs son polimeros con una
ascendente comercializacion, debida a la excelente combinacién de sus atributos:
termomoldeables, biodegradables y biocompatibles.

En este trabajo se estudié la acumulacién de polihidroxibutirato (PHB)—uno de los
miembros de la familia de PHAs — a partir de la cepa nativa C. necator ATCC 17697 con
el fin de generar PHAs a escala de laboratorio y establecer los parametros del proceso
que permitan el escalado productivo. Se optimizé el medio de cultivo con fructosa como
unica fuente de carbono para la produccion de PHB en Erlenmeyer. Se realiz6 el
escalado y optimizacion del proceso productivo en fermentador de 7 I. Se analizaron
diferentes estrategias de fermentacion y medios de cultivo en modo batch y diferentes
estrategias de alimentacion en modo fedbatch. Se estudié la cinética y morfologia de la
formacion de los granulos de PHB en diferentes medios y a diferentes tiempos de
fermentacion. Ademas, se realizé una caracterizacion fisico-quimica de los polimeros
producidos y se elaboraron membranas para evaluar su posible uso como material
biomédico. Finalmente, se evaluaron fuentes de carbono alternativas para la produccion
de PHAs por la bacteria.

Durante la optimizacién del medio de cultivo en Erlenmeyer se logré aumentar 2,5 veces
la producciéon de PHB, respecto de los experimentos iniciales. Al escalar y optimizar el
proceso en biorreactor, la produccion de PHB aumento 5 veces mas, logrando
finalmente 27 g/l de PHB en el fermentador, con una productividad volumétrica maxima
de 0,43 g/(l.h). Se determinaron tamanos y morfologias celulares de C. necator ATCC
17697 en las distintas etapas productivas, destacandose la variacion en la cantidad y el
tamano de los granulos de PHB acumulados. EI PHB producido, extraido, purificado y
caracterizado resulté util para la produccién de membranas que resultaron no citotoxicas
y cuyas propiedades mecanicas fueron comparables con las de membranas de uso
biomédico desarrolladas por nuestro equipo de trabajo. Estos resultados alientan a
considerar al biomaterial producido en esta tesis para aplicaciones biomédicas. De los
residuos industriales empleados como fuentes de carbono alternativas para la
produccion de PHB por C. necator ATCC 17697, glicerol residual y melaza de cafia de

azucar resultaron ser mas prometedoras.
Palabras clave: Cupriavidus necator, polihidroxibutirato, optimizacioén, escalado,

fuentes de carbono residuales.



