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Resumen

La produccion de PHAs (polihidroxialcanoatos) y en especial de su monémero PHB
(polihidroxibutirato), es de interés debido a su alto valor agregado. Particularmente, resultaria
de cierto interés obtenerlas industrialmente con el uso de microorganismos, ya sean cultivos
puros o0 consorcios microbianos creciendo en distintos tipos de sustratos. Los PHAs son
comunmente utilizados por sus propiedades, ya que poseen caracteristicas similares a las de
diversos termoplasticos sintéticos, tales como polipropileno. Ademas, tienen la ventaja de que
pueden ser sintetizados y degradados por varios microorganismos, por lo que se han
estudiado las propiedades térmicas y de miscibilidad de los PHB. Entre los organismos que son
capaces de sintetizar los PHB se encuentran los cultivos mixtos fototroficos. A pesar de sus
grandes ventajas sobre los materiales sintéticos, el costo de su produccion del polimero por
fuentes microbianas aun puede muy superior a la de plasticos sintéticos. Debido a lo anterior
es necesario llevar a cabo investigacion para desarrollar procesos de producciéon competitivos
gue sean bajos similares al de los plasticos petroquimicos. En el presente trabajo se determiné
y compar6 la produccion de PHB con tres consorcios microbianos fototréficos. El cultivo
denominado arbitrariamente como C4 produjo la mayor cantidad de PHB en peso, alcanzando
una acumulacién maxima de hasta 44%. El PHB producido por este consorcio presenté una
masa molecular promedio de 1313m/z, ligeramente superior a la del PHB comercial. Este
consorcio fototréfico C4 fue caracterizado en cuanto a su composicibn microbiana

determinando que esta compuesto por un 60% de poblaciones productoras del polimero.

Mientras que el polimero obtenido por el consorcio C2 es muy cristalino lo que le brinda al
biopolimero una mayor resistencia y conformacién similar a la de los poliésteres. Sin embargo
el porcentaje de acumulacion del mismo fue de alrededor de un 26%, con solo un 34% de la

poblacién total como productora de PHB.

Abstract

The production of PHAs (polyhydroxyalkanoates) and especially its monomer PHB
(polyhydroxybutyrate), is of interest because its high added value. It would be interest the
industrial obtaining using some microorganisms, either with pure cultures or microbial consortia
growing in different types of substrates. PHAs products are of potential interest for their similar
properties to various synthetic polymers such as polypropylene thermoplastics. The PHB also
have the advantage that they can be synthesized and degraded by various microorganisms,
because its degradability some thermal and miscibility properties have been studied. Among the
microorganism that capable to synthesize PHB are phototrophic mixed cultures. Despite its

great advantages over synthetic materials, the cost of production by microbial sources is still far
iv



superior compare to synthetic plastics. In order to reduce the cost it’s necessary research and
develops competitive production processes. In the present work it was determined and
compared the production of PHB with three phototrophic microbial consortia.

The culture known as C4 produced the most weight PHB, reaching a maximum accumulation up
to 44 % of cell dry weight. PHB produced by this consortium provided an average of 1313m /z,
of molecular mass slightly superior compare to commercial PHB. This phototrophic consortium
named C4 was characterized to determinate, its microbial composition resulting in 60% of

polymer producing populations.

While the polymer obtained by the consortium C2 is highly crystalline this gives a greater
resistance similar to polyesters. However, the accumulation rate was about 26 %, with only 34

% of the total population as producers of PHB .
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1. INTRODUCCION

El uso de plasticos derivados del petréleo se ha ido incrementando en los dltimos afios de
forma significativa. Esto se debe a la amplia gama de usos que se le da en todas las
actividades cotidianas de la humanidad. Sin embargo, sus costos han ido en aumento por el
uso de recursos no renovables, asi como por el manejo de residuos debido a su baja
biodegradabilidad. Dado lo anterior hoy en dia se ha planteado la blsqueda y el uso de
alternativas de produccion de plasticos mas sustentables como son los polihidroxialcanoatos
(PHAS), dentro de los cuales destacan los polihidroxibutiratos (PHB), que tienen la capacidad
de remplazar el uso de plasticos derivados del petroleo (Bingqging Wang, 2012)

Los polihidroxialcanoatos (PHBs) son biopolimeros que acumulan una gran diversidad de
microorganismos como una reserva intracelular de energia y fuente de carbono, permitiéndo
que las células microbianas puedan sobrevivir en condiciones de estrés. (Emma Zribi-Malaloul,
2013). Sin embargo el costo de los productos derivados de PHB es diez veces mayor que el de
los productos obtenidos a partir de polietileno, debido a sus altos costos de produccion
derivados de sus gastos de operacion. En la busqueda de la reduccion de los costos de
produccién, se han comenzado a emplear cultivos mixtos bacterianos y sustratos de bajo costo
como los 4cidos grasos volatiles, entre los que destacan el acido acético y butirico (Qinxue
Wen, 2010)

Algunas de la bacterias capaces de producir PHB a apartir de acidos organicos son la bacterias
purpuras no sulfurosas, dentro de las que destacan Rhodobacter sphaeroides, Rhodospirillum
rubrum y Rhodopseudomonas palustris. Estas bacterias son capaces de ganar electrones y
protones mediante la degradacion de acidos organicos y generar ATP a partir del fotosistema,

permitiendo acumular PHB y producir H2 (Siang Chen Wu, 2012).

1.1. Marco Teorico
1.1.1. Polihidroxialcanoatos (PHA) y Polihidroxibutirato (PHB)

La familia de los PHA son polimeros biodegradables de naturaleza lipidica que se acumulan en
el citoplasma de algunos microorganismos. Los PHA son productos de la polimerizacién y
condensacién de unidades monomeéricas, los cuales se pueden dividir en dos: Los de cadena
corta que son aquellos con 3 a 5 atomos de carbono en su cadena, dentro de los cuales se
encuentran 3-hidroxipropionato (3HP), 3-hidroxibutirato (3HB), 4-hidroxibutirato (4HB) y 3-



hidroxivalerato (3HV); mientras que los PHA de cadena media contienen de 6 a 14 atomos de
carbono en su cadena (De-Chuang Meng, 2012)

Los PHAs tienen propiedades quimicas y fisicas similares a los plasticos convencionales,
ademas de su biodegradabilidad y biocompatibilidad, lo que les otorga el potencial de
reemplazar los plasticos a base de petréleo (Frandinho, 2013). Uno de los primeros tipos de
PHAs descubiertos fueron los PHBs mismos que han sido ampliamente estudiados, ademas se
ha encontrado que los PHBs tienen de una amplia aplicacion como materiales biomédicos para
Su uso quirdrgico, como soporte de implantes de tejido, dispositivos de administracion de

farmacos, asi como para empacar alimentos (Wendland, 2005)

Ademas los PHB tienen la ventaja de que pueden ser naturalmente sintetizados y degradados
por varias especies microbianas (Moita, 2014). También se ha encontrado que este
biopolimero es insoluble en agua, resistente a la luz ultravioleta e impermeable para el oxigeno
(Aarthi. N, 2011). Es por estas caracteristicas que hoy en dia los PHBs se consideran un
producto de interés con un alto valor comercial, actualmente se producen usando cultivos puros
y sustratos refinados como son glucosa, fructosa o0 sacarosa, bajo condiciones de esterilidad.
Sin embargo, para poder competir con los precios bajos de los plasticos petroquimicos, se
requiere mayor cantidad de investigacion y evaluacién enfocada principalmente en el uso de
sustratos alternos de bajo costo, asi como en emplear cultivos mixtos que permitan que los
costos de produccién de los PHAs puedan reducirse para ser competitivos, ya que las
evaluaciones econémicas muestran que los gastos en la produccion de PHA pueden ser
reducidas en mas de la mitad mediante el uso de fuentes renovables tales como residuos y
lodos activos ya que el costo de los sustratos antes mencionados llega a representar hasta el
50% del costo total de la produccion de PHB (Reis, 2003; Vasco, 2010).

Ademas el costo del PHB tambien dependera de las condiciones de fermentacion (temperatura,
aereacion, pH), asi como del proceso de recuperacion y purificacion, entre otras condiciones
fisiologicas (Naranjo, 2013). Aunado a estos parametros se reporta que la concentracion de
nitrogeno y fosforo tambien determinaran la cantidad de PHB que se acumulard durante el
cultivo de los distintos microorganimos productores de este compuesto (Hustede, 1993).
Debido a lo anterior se presentan a continuacion algunos aspectos relevantes durante la

produccion de PHB.

1.1.2. Sustratos



Diversas compafiias dedicadas a la produccion de polimeros como Cargill Dow Polymers,
Imperial Chemical Industries, asi como la industria brasilefia utilizan sustratos como el maiz,
azucar y sacarosa respectivamente para la produccién de biopolimeros, sin embargo el costo
de los polimeros obtenidos apartir de estos sustratos es elevado, alcazando un aproximado de
5 USD/Kg de biopolimero en comparacion a los productos derivados del petroleo, los cuales
no superaran 1 USD/Kg. Considerando este aspecto diversas investigaciones se llevan a cabo
actualmente con el objetivo de utilizar fuentes de carbono mas econdémicas, que representan
un disminucion considerable en el costo del polimero, afectando de forma positiva los costos
totales de produccién y con ello lograr competir con la industria plastica actual (Gil et al, 2007;
Choi & Lee, 2011; Bingging Wang, 2012).

Uno de los aspectos mas relevantes que puede impactar tanto la concentracion del polimero
es el tipo de fuente de carbono, por lo que este aspecto sigue siendo frecuentemente
explorado. Distintas investigaciones muestran que se pueden usar una gran diversidad de
sustratos para la produccion de PHB, entre los cuales destacan aguas residuales y residuos
organicos, por sus bajos costos. Ademas se sabe que a partir de estas fuentes de carbono y
durante el proceso de fermentacion anaerobia se obtiene distintos productos de interés como
PHA, metano e hidrogeno. Durante el proceso de fermentacion anaerobia el 70% del sustrato
es empleado en la formacion de acidos grasos volatiles (AGV), tales como &cido acético y
butirico, mismos que pueden ser utilizados y polimerizados en PHA por las bacterias, en
condiciones limitantes de componentes esenciales para el crecimiento como son las fuentes de
nitrégeno, fosforo, sulfuros, oxigeno y la presencia en exceso de una fuente de carbono
(Kumar, 2004).

El acetato es uno de los sustratos mas reportados en la literatura que permiten
almacenamiento de PHAs, con una produccion mayor al 65% de polimero con respecto al peso
seco de la biomasa, sin embargo la relacion estequiometrica es mayor para el butirato, debido
a que su estructura tiene una mayor cantidad de atomos de carbono, lo que supone
rendimientos superiores sustrato/producto (Ys/p) (Katja Johnson, 2009). El butirato es un
sustrato interesante para la produccion del biopolimero por dos razones. Primero, por sus altos
rendmientos teoricos. Los rendimientos estequiometricos de PHA al utilizar el butirato como
sustrato estan cerca de 0.94 Cmol/Cmol, lo que implica un rendimiento 40% mayor al que se
puede obtener con acetato. En segundo lugar, el butirato es producido en grandes cantidades

durante la fermentacion acidogenica de residuos. (Marang, 2013)

1.1.3. Microorganismos productores de PHB



Una gran variedad de géneros bacterianos tienen la capacidad de acumular PHA de forma
natural, dentro de esto se incluyen bacterias Gram positivas y negativas, y algunas especies
del dominio Archaea. En total existen mas de 75 géneros bacterianos capaces de acumular
estos polimeros, algunos microorganismos productores de PHA son Cupriavidus necator,
Alcaligenes latus, Aeromonas hydrophila, Pseudomonas putida y Bacillus spp (Yu-Hong Wei,
2011)

En microrganismos tales como Cupriavidus y Pseudomonas, se observd la capacidad de
acumular y utilizar PHA, este tipo de compuesto permite que las células tengan una mayor
capacidad de supervivencia al estrés oxidativo y térmico (Lopez et al, 2009). Dentro de los
cultivos puros Plasticumulans acidivorans ha sido reportada como una cepa hiper-productora
alcanzando hasta un 89% en peso seco de PHA a partir de acetato en 7.6 horas, ya que tiene

alta especificidad por AGVs, incluyendo el butirato.

Se han encontrado otros microorganismos como R. sphaeroides que son capaces de utilizar
AGVs como sustrato y de captar energia de la luz, lo cual es conocido como fototréfia. Este
mecanismo les permite usar la luz como fuente energia para la generacion de ATP
(fotofosforilacion). Al utilizar los AGVs que son un subproducto de la digestion anaerobia
otorgan una ventaja competitiva. Los microorganismos fototroficos presentan comportamientos
fisiolégicos interesantes en ausencia de nitr6geno, ya que la enzima nitrogenasa se activa
permitiendo producir hidrégeno y acumular PHB en condiciones anaerobias (Jiang-Yu Ye,
2013).

Estas bacterias anaerobias pueden ser obtenidas a partir de una columna de Winogradsky,
(denominada asi en honor del microbidlogo ruso Sergei Winogradsky) que es un modelo de
ecosistema que se utiliza para el estudio de los microorganismos acuéticos y de sedimentos.
En la columna se desarrollan poblaciones bacterianas fotosintéticas que utilizan el sulfuro de

hidrégeno como donador de electrones en su metabolismo fototréfico (Contreras, 2003)

Las bacterias fotosintéticas estan divididas en 7 subgrupos, conformados por células Gram
negativas, de forma esférica, espiral, bacilar o vibroide. Se organizan en agregados regulares o
irregulares, unicelulares o formas filamentosas multicelulares. Presentan pigmentos
fotosintéticos localizados en la membrana citoplasmética, y en varios tipos de sistemas de
membrana intra-citoplasmatica o en cloro somas. El color de las suspensiones celulares varia

de purpura-violeta a purpura-roja, rojo-rosado, amarillo, café y verde.



En contraste a la fotosintesis oxigénica de las cianobacterias, presentan una fotosintesis
anoxigénicas, la cual es dependiente de un donador externo de electrones, como compuestos
organicos. Durante la oxidacion del sulfuro glébulos de azufre son formados transitoriamente
almacenados dentro de la célula o fuera de la célula, almacenando polisacaridos, poli-b-
hidroxibutirato y polifosfato. (Nufiez-Cardona, 2003)

1.1.4. Parametros de operacion

Con el objetivo optimizar la sintesis de PHA a partir de residuos o efluentes, es necesario
optimizar tambien los parametros de operaciéon (Moita et al, 2012), tales como pH,
concentracion de sustrato, nitrégeno, fosforo, concentracion de AGVs.

1.1.5. pH

El pH es un factor importante en la productividad de los PHAs y en la composicion de sus
monomeros. Algunos estudiosrealizados para determinar el efecto del pH en fermentacion
acidogenica muestran que un pH alcalino de 9 genera altas cantidades de acidos grasos
volatiles (Chen, 2013). Serafin, 2004 reporta que en el caso de los PHAs y en especifico del
monomero PHB es posible alcanzar una acumulacion del polimero alrededor de 27.5% y 39.8%
respectivamente en cultivos mixtos de bacterias sulfato reductoras con un pH controlado entre
7 y 8.3, utilizando acetato como sustrato. En los casos en los que no se llevo a cabo el control
del pH la concentracion acumulada se increment6 hasta 47.5%. Los autores determinaron, al
llevar a cabo el analisis del incremento de la biomasa, que a pH 7 el 44% del sustrato es
empleado para energia celular y el 56% para crecimiento y acumulacién del polimero. Caso
contrario, al no controlar el pH y alcanzar un pH alcalino entre 8 y 9, solo 12% del sustrato fue

empleado como energia y el 88% restante para crecimiento y alamacenamiento celular.

1.1.6. Concentracién de fuente de nitrogeno y fuente de fosfatos

Los acidos grasos volatiles pueden ser utilizados y polimerizados en PHAs utilizando bacterias,

en condiciones de limitacion de algun componente como el nitrogeno, fosfatos, sulfuros,

oxigeno.

Wen, 2010 llevé a cabo un estudio en el que evidencio el efecto de la limitacion de fosfato y

nitrogeno sobre la acumulaciéon de PHA utilizando lodos activados y residuos de una cerveceria

como sustrato. Los autores demostraron que durante una fase de limitacion de nitrégeno o de
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fosfatos la acumulacion de PHA se ve afectada por la relacion C:P o C:N. Tambien
evidenciaron que la limitacion en la fuente de fosfatos fue menos efectiva en la formacion de
PHB, al limitar el cultivo en una fuente de nitrégeno se demostré que fue posible alcanzar una

acumulacion del polimero del 59%.

Con el fin de desarrollar de sistemas de produccion de PHA se han realizado estudios en los
que se utilizan cultivos mixtos microbianos compuestos principalmente por bacterias
fotosinteticas tales como Rhodopseudomonas palustris . En dichos estudios se demuestra que
los cultivos en dos fases pueden constituir una buena alternativa para favorecer la acumulacion
intracelular del polimero, la primer fase sera una rica en nutrientes y la segunda una fase de
limitaciones de nitrogeno, durante los cambios de fase se promueve la competencia por el
sustrato(acetato), asi como el consumo del mismo. La fase de limitacion o ausencia total de
amonio o de nitrogeno permitié alcanzar hasta un 89% del polimero en los cultivos mixtos pero
estos requieren de una intensa aireacién, lo que aumenta los costos de operacion
substancialmente. Para evitar estos costos de aireacion, se ha propuesto el uso de un nuevo
sistema de produccién de PHA basado en el uso de microorganismos fotosintéticos facultativos
en condiciones anaerobias. En el sistema fotosintético se ha encontrado la ventaja de que
estos organismos pueden obtener su energia a partir de la luz, sin requerir la aireacién para la
produccion de ATP (Fradinho et al, 2013, Johnson ., 2010)

Cuando un cultivo microbiano fototréfico es alimentado con un medio de cultivo nutritivo, la
distribucion de electrones se dirigira a la produccion de biomasa, y en la formacién de algunos
subproductos celulares, mientras que usando acidos organicos como sustrato, y limitando los
nutrientes la mayor parte se va a la acumulacién de PHB, asi como la produccion de Hz. Se
sabe que durante la distribucion de electrones pueden existir perdidas en la formacion de
subproductos, los cuales no son de interés, para evitar esto es necesario el andlisis de las
fases de formacion del biopolimero y produccion de H.; se sabe que la relacion entre la
produccion de H. y la formacion de PHB es inversa, debido a que para que se produzca H; es
necesaria la ausencia de fuentes de nitrégeno, mientras que para la acumulacion de PHB es

necesario un medio rico en fuente de carbono y limitado en fuente de nitrégeno (Yilmaz, 2010).

1.1.7. Metabolismo

No solo es necesario conocer la distribucion de electrones para mejorar la producciéon de PHB,

también se debe analizar la ruta asociada al metabolismo microbiano responsable de la



produccion con el objetivo de encontrar las reacciones de biosintesis y degradacion del

polimero.

Se sabe que la via biosintética para la produccién de PHB consiste en tres reacciones a partir
de acetil-CoA:
a) La condensacion de dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA por la enzima B-
cetoacil-CoA tiolasa.
b) La reducciébn de (R)-3-hidroxibutiri-CoA por la deshidrogenasa acetoacetil-CoA
dependiente de NADPH.
c) La polimerizacién de los mondmeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA para formar poli(3-
hidroxibutirato) por la polimerasa P(3HB), la cual determinara la composicion del

polimero resultante, asi como la variacion en la composicion de los copolimeros.

Por lo que se puede decir que la produccion de PHB dependera de la disponibilidad de Acetil-
CoAy de NADPH (Cordero, 2005).

1.1.8. Aplicaciones

Los PHBs tienen un gran potencial de uso en diferentes aplicaciones incluidas aquellas que
implican su uso al aire libre. En estas aplicaciones PHB estara expuesto a la luz solar y otros
elementos del tiempo, como el calor y la humedad. Por lo tanto, se vuelve de gran importancia

dilucidar como se comportara el PHB cuando se expone a estas condiciones (Sadi, et al 2010).

Con el fin mejorar la degradacion térmica y la fragilidad se han estudiado tres enfoques : 1) La
sintesis de copolimeros , como poli ( hidroxibutirato - co - hidroxivalerato ) ( PHBV ) ; 2 ) La
introduccion de aditivos , como plastificantes y agentes de nucleacién. 3) Las formulaciones de

compuestos y mezclas basadas en PHB.

En base a estudios realizados a las propiedades térmicas y de miscibilidad de los PHBs, se
encontré que las mezclas de PHB y lignina son térmicamente mas estables, que el de PHB por
si solo en un rango de temperatura mas amplio. Los datos de FT-IR mostraron que la
miscibilidad de las mezclas se asocia a las interacciones especificas de la unién del hidrégeno

entre los grupos funcionales de la lignina con los grupos carbonilo de PHB.



La modificacion fisicoquimica de los PHBs y propiedades de los materiales a través de la
copolimerizacion y mezcla han demostrado, el éxito en la manipulacion de estas propiedades,

particularmente como bioplastico para aplicaciones ambientales (Chan, et al 2011).

El polihidroxibutirato (PHB) al tener una temperatura de fusion y procesamiento cercana a la
temperatura de degradacion alrededor de los 270°C, requiere de mezclas que le permitirdn que
la temperatura de fusién del PHB este debajo de la temperatura de descomposicion térmica
para hacer de este material mucho mas facil de procesar. En este sentido, la modificacion de
biopolimeros por mezcla tiene mayores ventajas, ya que ofrece la oportunidad de mejorar las
propiedades termoplasticas, permitiéndo que el polimero se empleado en una amplia gama de

productos. (Arrietaa, et al 2014).

1.2. Técnicas analiticas y de caracterizacion del polimeros

1.2.1. MALDI-TOF

Esta técnica de ionizacion, cominmente llamada MALDI, fue descrita por Karas y Hillenkamp
en 1988. En este método se ha convertido en una técnica analitica empleada frecuentemente
para el analisis de péptidos, proteinas, lipidos etc. Su eficiencia y transferencia de energia
directas durante la desorcion inducida por el laser promueve la ionizacién de los analitos que
son disueltos en una solucién de un compuesto que absorbe UV, llamado matriz y colocado
dentro del espectrémetro de masas. Esto permite medir los componentes con fidelidad y
sensibilidad, combinandolo con un analizador de tipo time-of-flight (TOF) dando un sistema de
alta sensibilidad. (Lewis, 2000). Esta técnica ademdas permite conocer la estructura del
monomero, el nimero de repeticiones del monémero o la distribucion y la masa molecular

promedio del biopolimero.

1.2.2 Microscopia CONFOCAL

Fue inventado en el afio 1955 por el cientifico estadounidense Marvin Minsky al estudiar
neuronas, este instrumento permite realizar cortes Opticos finos a muestras de tejidos mas o
menos gruesos Y realizar reconstrucciones en tres dimensiones a partir de cortes seriados. Su
mecanismo, basado en el microscopio de fluorescencia, hace posible la obtencion de imagenes

de la arquitectura tridimensional de células y tejidos.

Este instrumento permite enfocar Unicamente un plano determinado del espécimen, eliminando
la luz (fluorescencia) procedente de las regiones que no estan en el plano de enfoque para ello
8



se necesita una fuente de luz muy potente, asi como también un filtro con un agujero que se
coloca en el trayecto del rayo de luz, como un rayo laser cuya longitud de onda puede estar

disponible en un amplio rango de frecuencias (Semwogerere, 2005)

En el caso del proceso la técnica permite observar la acumulacién del polimero de forma
intracelular, lo cual se observa mediante vacuolas que muestran fluorecencia en los

microorganismos.

1.2.3 Microscopia de Barrido de alta resolucion

El primer microscopio electrénico de barrido fue desarrollado en 1930 en Alemania y en 1949
en Estados Unidos y finalmente en Inglaterra en 1950. El primer modelo comercial fue
presentado en 1964 por "The Cambridge Scientific Instrument Company"; posteriormente
muchos otros fabricantes han desarrollado nuevos modelos.

El principio del sistema SEM consiste en que si se hace incidir sobre la muestra un haz de
electrones finamente enfocado, emite una sefial que puede registrarse en una pantalla

mediante un tubo de rayos catddicos. (David B. Williams, 1996).

La técnica permite observar la morfologia del polimero, la porosidad del material, asi como la

interaccion de los electrones con el material.

1.3. Antecedentes

En las primeras etapas del proyecto de investigaciéon del que deriva el presente estudio se
utilizaron y evaluaron tres consorcios heterotréficos aislados de ambientes naturales con el
objetivo de producir hidrégeno. Estos consorcios microbianos utilizan AGVs como sustrato para
producir hidrégeno, bajo condiciones de limitacion de nitrdgeno. Los datos obtenidos mostraron
que el consorcio C2 alcanza una produccién de hasta 74% (v/v) de hidrégeno, como resultado
de la actividad de la enzima nitrogenasa. Durante los primeros experimentos se determind
también que existia un metabolito que se acumulaba y que no podia constituir biomasa, al

explorar las caracteristicas de dicho metabolito se determiné que se trataba de PHB.

En la siguiente fase del proyecto se determind los microorganismos que se encontraban en los
distintos consorcios microbianos, por lo que se mand6 a secuenciar cada uno de los cultivos
(C2, C4 y C5) y se obtuvieron los resultados mostrados en las Figuras 1, 2 y 3. Los resultados
de secuenciacibn mostraron que el 29% del consorcio C2 estaba constituido por

Rhodepseudomonas palustris microorganismo conocido por su capacidad para producir

9



hidrogeno, asi como para el almacenamiento de PHB. Ademas de Citrobacter el cual constituye
por un 12% de la poblaciébn microbiana del consorcio como se observa en la Figura 1, este

ultimo también ha sido reportado como un productor del polimero.

% DE BACTERIAS EN C2

W Citrobacter

M Bacteroides

Rhodopseudo
monas

W Otros

Figura 1 Poblaciones en el Consorcio C2

El consorcio C4 presento poblaciones similares a las del consorcio C2, sin embargo se
determiné adicionalmente que el 8% de la poblacion microbiana corresponde a Dysgonomonas
gue pertenecen a las clase Bacteroidea y no estan reportadas como productoras de PHA pero

si en la remocién de fosfatos. (Liu, 2005)

% DE BACTERIAS EN C4

B Citrobacter

B Bacteroides

Rhodopseudo
monas

B Dysgonomonas

Figura 2 Poblaciones en el Consorcio C4

El consorcio C5 presento porcentajes y diferencias en los microorganismos, como se observa
en la Figura 3, destacando la ausencia de Citrobacter y un incremento en el porcentaje de

Dysgonomonas alcanzando hasta un 26%
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% DE BACTERIAS EN C5

M Bacteroides

‘ H Rhodopseudom
onas

Dysgonomonas

u Otros

Figura 3 Poblaciones en el Consorcio C5

Los tres consorcios tienen un contenido de 24% de bacteroides los cuales estan reportados
como microrganismo capaces de alcanzar una acumulacion de hasta un 50% de PHB en base
a biomasa seca (Anderson, 1990). Estos datos sugieren que los tres consorcios son capaces
de almacenar PHB.

1.4. Problemética

La SEMARNAT estimo que alrededor de 1kg de residuos sélidos es generado diariamente por
persona en México, de los cuales mediante un estudio realizado en 2006, encontr6 que el 6.1%
corresponden a desechos plasticos, por lo que el consumo anual por persona puede llegar a
ser de 49 kg. (SEMARNAT, 2006)

Actualmente México se ubica en el primer lugar en el consumo de agua embotellada, a pesar
de que la degradacion de los plasticos sintéticos es muy lenta en comparacién a productos
organicos que tarda 3 6 4 semanas, la de telas de algodén 5 meses. Mientras que la del
plastico puede tardar 500 afios. Ademas, en buena medida la “degradacién” de estos plasticos
simplemente genera particulas de plastico mas pequefas que, a pesar de ya no ser evidentes,

se acumulan en los ecosistemas. (Daniel Segura, 2007)

Es por ello que se busca disminuir o eliminar el consumo de plasticos derivados del petroleo

mediante alternativas con una mayor degradabilidad como son los biopolimeros

1.5. Justificacion

La produccion de biopolimeros (PHB) ha tomado un papel sumamente relevante para la
humanidad. Debido a que estos ademas de tener la posibilidad de sustituir a los poliésteres,
pueden ser obtenidos a partir de cultivos mixtos fototroficos, los cuales pueden emplear AGVs

como fuente de carbono y con ello eliminar los residuos de la digestiébn anaerobia, ademas de
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que reduciran los altos costos de produccién. Permitiendo asi, obtener un producto de interés

farmacologico en un sistema sustentable, que permitira reducir las emisiones.

1.6. Objetivos

1.6.1. General
Identificar el potencial de produccién de polihidroxibutirato de un cultivo mixto utilizando AGVs
como sustrato (acetato y butirato)

1.6.2. Especificos
» Texto Evaluar el crecimiento y la produccion de PHB en tres consorcios microbianos

utilizando dos sustratos (Acetato y Butirato) y su combinacion.

+ Determinar el efecto de concentraciones crecientes de acetato y butirato y mezclas
(1,2g/L) sobre la produccion de PHBs.

* Evaluar el efecto de distintas concentraciones de amonio (0.1 a 1g/L) sobre la

produccion del biopolimero.

« Evaluar el efecto de distintas concentraciones de la combinacién Acetato-butirato (1:1y

3:1) sobre la produccion del biopolimero.
» Caracterizacion inicial del polimero.

* Determinacion de poblaciones microbianas predominantes en el momento de mayor

produccién de polimero.
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2. METODOLOGIA

Esta seccion se encuentra dividida en dos apartados:

o Estrategia Experimental

e Técnicas Analiticas

Estrategia Experimental

2.1.1. Reactivacién, crecimiento del cultivo y produccion del polimero

Se evaluaran tres cultivos mixtos fototréficos (C2, C4 y C5) tomados de una columna de
Winogradsky para identificar si tienen la capacidad de producir PHB a partir de acetato. Se uso
un inoculo de 15mL de cada cultivo fue crecido en 35mL de medio AT, con composicién
siguiente: KH.PO, 1000mg/L, MgCl,* 6H,O 500mg/L, CaCl,*2H,O 100mg/L, NH4Cl 1000mg/L,
NaHCO; 3000mg/L, NaCl 1000mg/L y Acetato de sodio 1000mg/L.

Los experimentos se realizaron en botellas serolégicas de 120 mL y se realiz6 un
desplazamiento con argdn para asegurar las condiciones de anaerobiosis. Después de dos
semanas, los cultivos crecidos fueron centrifugados a 60000 rpm y se eliminé el sobrenadante.
La pastilla se resuspendié en 10 mL de medio estéril y transferida a una botella serolégica con
100 mL de medio de crecimiento (medio A). La composicién del medio fue: KH.PO, 49.5mg/L,
MgSO.*7H,O 200mg/L, CaCl;*2H.O 75mg/l, (NHs).SO, 1000mg/L, Na;HPO, 129.5 mg/L,
acetato de sodio 2 g/L, EDTA disédico 20mg/L y extracto de levadura 200mg/L. Cada uno de
los cultivos se mantuvo en este medio por cuatro dias. Transcurrido este tiempo, la biomasa fue
recuperada por centrifugacion, como se describié previamente, y transferida a medio nuevo de

acumulacién para produccién de PHB durante 8 dias hasta la extraccion del polimero.

El medio A se modificé agregando K,PO4 (Medio B) como amortiguador para el control de pH y

se siguio la metodologia antes mencionada hasta el punto de extraccion del polimero.

2.1.2 Extraccion de PHB

La extraccion se realizé con cloroformo. Para obtener el polimero se concentrara la biomasa,
se coloc6 en papel filtro, y sometié al cloroformo en el soxhlet durante 4 horas, se recuperé en

una caja Petri donde se realizd una evaporacién del solvente a 55°C, durante 24 horas.
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El precipitado obtenido se pesé en una placa de Petri de vidrio previamente pesada y por
diferencia de pesos se obtuvo la cantidad de polimero en la pelicula del PHB purificado
(Almeida, 2010).

2.1.3 Prediccion del sistema

Balance elemental

Con el fin de entender y poder predecir en que afecta la cantidad de sustrato o si es suficiente
para que el sistema funcione en la via deseada, es necesario utilizar un balance elemental
mediante un modelo del tipo caja negra (John Villadsen, 2011)

El modelo del tipo caja negra nos permite manipular los flujos de entrada a fin de optimizar los

rendimientos del sistema (es decir las salidas).

Biomasa+ Butirato+ Acetato+ Sulfato de amonio +Extracto de levadura->Biomasa+PHB+ CO»+H;0

CHy 750 35Ng 1gg + C4H;70; + C;H304 + NyHgOy + CNg 55 = CHy 750 35Ng 189 + C;HgO04 + CO, + H,0

Conociendo los valores a medir se plantea la ecuacion para el modelo tipo caja negra
Emgm+Ecqe=0

Donde

Em= Matriz de los medidos

gm = Matriz de los valores a insertar
Ec = Matriz de los calculados

qc = Matriz a calcular

A partir de lo cual se despeja la matriz de los que deseamos calcular y se resuelve el sistema.
qc = —(Ec)"'Em * qm

El sistema se plantea en Wolfram Mathematica 9.0 para poder resolver la ecuacion
am=({{Fc1},

{Fc2},

{Y},

{Ni}}); Fc1=-2/59;Fc2=-2/87;Y=-0.2/100;Ni=-0.1/19.28;
Donde Fcl= sustrato 1 en g/l

Fc2= sustrato 2 en g/l
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Y= extracto de levadura g/l
Ni= Fuente de Nitrogeno en g/l

Em=({{2, 4, 0, 1},

{3, 7, 8, 0},

{2, 2, 4, 0},

{0, 0, 2, 0.52}});
Ec=({{1, 1, 0, 4},

{1.75, 0, 2, 6},

{0.34, 2, 1, 2},

{0.188, 0, 0, O}}.);
gc=-Inverse[Ec].(Em.gm);
gc//MatrixForm;
peso=(_{{21.822, 44, 18, 86}} );
peso//MatrixForm;

result=qc.peso;

result//MatrixForm

2.2. Técnicas Analiticas

2.2.1. Produccion de Biomasa

Se determind la concentracién de biomasa con un espectrofotémetro PerkinElmer Lambda XLS
UV-VIS mediante D.O. a una longitud de onda de 660nm, para lo cual se tomaron muestras de
1ml de los tres consorcios (C2, C4 y C5) mediante una jeringa estéril sin permitir la entrada de

aire y se realiz6 la posterior lectura en el espectrofotémetro

2.2.2. Consumo de sustratos

El consumo de los AGVs (acetato y butirato) se determiné por medio de cromatografia de
liguidos de alta resolucién (HPLC por sus siglas en inglés), utilizando un cromatografo marca
Perkin Elmer serie 200, equipado con un detector UV vis y una columna Prevail Organic Acid
150x4.6 mm marca Grace. Como fase mévil se empled H,SO4 en solucién acuosa al 0.25% y
con un flujo de 500 pyL/min. La longitud de onda ajustada para las mediciones fue 210 nm y el

volumen de inyeccion fue 25pL.
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2.2.3. Microscopia confocal

Se evidenci6 la acumulacion del polimero en el consorcio mediante la tinciébn con azul nilo al
1% em solucidbn acuosa (222550 Sigma-Aldrich), se fijo por calor el consorcio en el
portaobjetos. Posteriormente, se cubrio el frotis con la solucion de azul nilo y mantuvo a 55°C
durante 10 minutos. Despues el frotis se lavé con agua destilada para remover los excesos, se
realiz6 otro lavado con uma solucién acuosa al 8 % de acido acético durante 1 min, el frotis se
dejo secar y se cubrié con un cubre objetos, con el fin de proteger la muestra del aceite de

inmersion.

El Microscopio Confocal Laser de Barrido que se utilizd es de la marca Carl Zeiss modelo
LSM710-NLO a 561nm al 2% y 63x (Holt, 1982, Mercedes Berlanga, 2006)

2.2.4. Microscopia electronica de barrido (MEB)

Se realiz6 el analisis morfolégico del polimero, se dej6é secar el polimero 48 horas a 55°C, la
muestra se pulverizo, para poder fijarla y se hizo un recubrimiento con oro, se utilizé
microscopio modelo JSM 7800F marca JEOL, con una resolucion de 1.2 nm a 1 kV de
aceleracion y de 0.8 nm a 15 kV; se emplearon los detectores secundarios de uso en alto vacio

(HV), y el detector de electrones retrodispersados (BSE) de estado sélido.

2.2.5. Difraccion por rayos X (DRX)

Se analizé el porcentaje de cristalinidad del polimero, se dej6 secar el polimero 48 horas a
55°C, la muestra se pulverizo, para poder fijarla, se colocé sobre un portaobjetos de silicio y se
insert6 en el Difractometro de polvos Miniflex 600 de Rigaku. La identificacion de la estructura
del polimero se realiz6 mediante Sleve+ utilizando la base de datos de ICDD (The International
Centre for Diffraction Data), el calculo del porcentaje de cristalinidad se realizd con el software
PDXL2 Rigaku.

2.2.6. MALDI-TOF

Se analizé el peso molecular y estructura principal del polimero mediante la técnica de MALDI
(desorcién / ionizacibn mediante laser asistida por matriz), acoplada a un analizador TOF

(tiempo de vuelo) utilizando un instrumento autoflexTOF/TO. La matriz utilizada para los
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experimentos fue (2-nitrofenil)octil éter de (SIGMA-Aldrich), las muestras fueron disueltas con
10ml de cloroformo. Y la identificacion de las subunidades se realizé con la base de datos
MASCOT
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Evaluacion del efecto del tipo de sustrato sobre el crecimiento de los consorcios
microbianos fotoheterotroficos

Se evaluaron los tres consorcios microbianos mixtos, con los que se cuenta y se sabe tienen la
capacidad de utilizar acetato como fuente de carbono. Estos consorcios fueron estudiados
previamente y se demostré que eran capaces de producir Hz, con distintas productividades y
adicionalmente acumular PHB. Se sabe que el acetato es un sustrato que favorece crecimiento
y produccién de Ha, sin embargo resulta de interés conocer la capacidad de los consorcios para

utilizar butirato.

Al emplear acetato como sustrato los tres consorcios (C2, C4 y C5) mostraron que podian
crecer, teniendo un comportamiento muy similar como se observa en la Figura 4, sin embargo

el consorcio C4 alcanz6 una concentracion ligeramente mayor a las 200 horas.
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Figura 4. Evolucion de la concentracion de biomasa de los consorcios microbianos con acetato.

Se observo que los consorcios (C2, C4 y C5) pueden utilizar el butirato como sustrato, ya que

mostraron aumento en la concentracion de biomasa como se observa en la figura 5.
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Figura 5. Evolucion de la concentracién de biomasa de los consorcios microbianos con

acetato.butirato.

El comportamiento de los consorcios fue similar, el cultivo C4 alcanzd una concentracion de
biomasa ligeramente mayor al final del cultivo. A pesar de que los consorcios microbianos
mostraron la capacidad de crecer en presencia de butirato, alcanzaron una concentracion de
alrededor de 0.3 1 g/l en 140 horas, lo cual demuestra que el crecimiento maximo fue
aproximadamente 4 veces menor en butirato comparado al que se obtiene al utilizar acetato
como sustrato. Sin embargo, se sabe que el butirato es una mejor fuente de carbono para
lograr la produccion de PHB’s, por esto es que se decidio implementar una combinacion de

sustrato (acetato-butirato) como fuente de carbono.
Al emplear la combinacibn de sustratos acetato-butirato podemos observar que el

comportamiento de los consorcios mejora puesto que alcanzan una mayor concentracién de

biomasa en el mismo tiempo de fermentacion tal como se observa en la Figura 6.
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Figura 6. Evolucion de la concentracion de biomasa de los consorcios microbianos con mezcla
de Acetato-Butirato

En las Tablas 1 y 2 podemos observar que el consorcio C4 muestra una mayor concentracion

de biomasa, sin embargo este consorcio no tiene el mayor rendimiento sustrato-biomasa.

Tabla 1. Evaluacion de tres consorcios en acetato

Biomasa
Sustrato | Consorcio |Hrs (g/l) Ys/x
C2 200 1.734587252|0.0864759
C4 200 1.995820272|0.07515707
Acetato C5 200 1.81400209 |0.08269009

Se sabe que la concentracién de biomasa esta asociada a la acumulacion y produccién de
PHB, sin embargo no es posible identificar bajo este criterio cual el mejor consorcio para la
produccion de PHB, utilizando acetato como sustrato como se observa en la Tabla 1. Los
consorcios muestran un comportamiento similar en la Tabla 2 a pesar de que el sustrato es una
combinacién de acetato-butirato. Esta combinacién de sustrato es comun en los residuos de
digestion anaerobia, por lo que se requiere evaluar su comportamiento pensando en la posible

factibilidad de operar procesos acoplados de fermentacion obscura y foto-fermentacion.

Tabla 2. Evaluacién de tres consorcios en butirato-acetato

Biomasa
Sustrato | Consorcio | Hrs (g/l) Ys/x
Acetato- |[C2 200 2.175548589 | 0.06894813
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Butirato C4 200 2.066875653 | 0.07257331
C5 200 2.085684431|0.07191884

En la Tabla 2 el incremento en la concentracion de biomasa para los tres consorcios es
significativo comparado al observado al usar butirato como sustrato, en especial para el
consorcio C2 que alcanzé una concentracibn de biomasa mayor de 2 g/l. Aun asi, la
concentracion de biomasa para los tres consorcios es similar por lo que es dificil seleccionar un
consorcio para la produccion de PHB utilizando una combinacion de acetato y butirato como
fuente de carbono, misma combinacion que se encuentra de forma natural en los residuos de la

digestién anaerobia.

3.2. Balance elemental para describir el crecimiento, produccién de hidrogeno y PHB

El balance elemental mediante el método de la “caja negra” nos permite manipular los flujos de
entrada como son la fuente de carbono, nitrégeno, etc. con el fin de determinar las magnitudes
de los productos. Esto permitira determinar teéricamente como se podria aumentar o disminuir
la cantidad de productos, y residuos que se obtienen durante el proceso. En la tabla 3
podemos observar las concentraciones de acetato o butirato en el medio de cultivo que fueron
de 2 g/L y la mezcla de acetato-butirato de 4 g/L mientras que el nitrégeno se mantuvo
constante en 1 g/L en los tres medios. Al aplicar el modelo tedrico de “caja negra” se determind
que la concentracion biomasa tedrica es de 3.5 g/l, sin importar la fuente de carbono utilizada.
Sin embargo, la produccién de PHB es casi nula, por lo que se puede suponer que debido a
que la fuente de nitr6geno esta en una alta concentracién, es posible que la mayor parte de la

fuente de carbono se dirija a la formacién de biomasa y no a la acumulacién de PHB.

Tabla 3.Medio actual.
Sustrato(g/l) | Biomasa (g/l) |PHB(g/l) | Nitrégeno(g/l)
Acetato 3.594 0 1
Butirato 3.594 0 1
Acetato-Butirato 3.594 0.056 1

A través del balance elemental se determind que el medio de cultivo era insuficiente para la
produccion de PHB, ya sea porque es necesaria una mayor cantidad de sustrato o, por que la
fuente de nitrdgeno es muy grande, es necesario disminuir la concentracion de nitrégeno con la

finalidad de aumentar los rendimientos sustrato-producto o en este caso sustrato-PHB.
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Se decidi6 aplicar al modelo una disminucion en la fuente de nitrdgeno hasta un nivel donde no
se vea muy afectado el metabolismo del consorcio y favorezca de forma significativa la

formacion del biopolimero.

En la Tabla 4 se pueden observar los valores de PHB y biomasa al mantener constante el
sustrato acetato y a distintas concentraciones crecientes de nitrogeno.

Tabla 4. Variaciones en la concentracion de nitrégeno.

1 0.1 0.777 0
1 0.2 1.09 0
1 0.3 14 0
1 0.4 1.71 0
1 0.5 2 0
2 0.1 0.777 0.09
2 0.2 1.09 0.03
2 0.3 1.4 0
2 0.4 1.71 0
2 0.5 2 0

Como podemos ver, para una concentracion de 1g/l de acetato y todos los niveles de nitrdgeno
evaluados determinamos que la biomasa se va incrementando, pero la produccién de PHB es
0. El modelo tedrico también demostré que en la combinaciones de 2 g/L y 0.1 y 0.2 g/L de
nitrdgeno permitirian la mejor produccién de PHB. Por lo tanto, de acuerdo a los datos
obtenidos, la mejor condicion experimental seria 2 g/L de sustrato (acetato), 0.1 g/L de fuente

de nitrégeno.

En las figuras 7 y 8 se presentan los datos que se obtienen mediante la aplicacion del modelo
a diferentes concentraciones de acetato o butirato con una concentracion de nitrdgeno
constante de 0.1g/l. Se puede observar que la concentracion de PHB aumenta de forma

proporcional al incremento en la concentracion del sustrato.
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Figura 7. Efecto de la concentracién de acetato sobre el crecimiento de PHB.
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Figura 8. Efecto de la concentraciéon de butirato sobre el crecimiento de PHB.

Al disminuir la fuente de nitrogeno 0.1 g/l se observé que la formacién de PHB se veria
beneficiada sin importar si la fuente de carbono era menor o mayor en el medio, en la Figura 7
y 8 se observa un comportamiento lineal, donde al ir aumentando las concentraciones de
fuente de carbono ya sea acetato o butirato la formacibn de PHB aumenta de forma
proporcional. Sin embargo, es conocido que los consorcios no pueden degradar

concentraciones mayores a 3 g/L de acetato o butirato.

La combinacion de ambos sustratos resulta mas efectiva ya que se puede alcanzar una mayor

acumulacién del polimero, dando como resultado teorico 1g/L de polimero, por cada gramo de
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biomasa que se forma utilizando una maximo de 6 g de sustrato en combinacion, como se

observa en la Figura 9.
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Figura 9. Efecto de la combinacidn acetato-butirato sobre la formacién de PHB.

Se comprobd que al disminuir la fuente de nitrégeno a 0.1 g/L la concentracion de biomasa se
mantiene constante, cuando los valores de la concentracidn de sustrato se mantienen entre
1g/L y 3 g/L y que aumenta la formacion del biopolimero de forma lineal. Por lo que se puede
decir que el medio de cultivo deberad ser modificado, y las condiciones corregidas para
favorecer la produccion de PHB. Estas deberan ser de 0.1g/L de fuente de nitr6geno y 6 g/L de

sustrato en combinacion 1:1 de acetato y butirato.

La aplicacion del método de la “caja negra” en un balance elemental nos permiti6 conocer
cuales son las concentraciones de los nutrientes en el medio que determinaran la acumulacion
del biopolimero y con ello establecer los valores que se quieren alcanzar de forma
experimental:

1.Se debera verificar si una disminucion a 0.1 g/L de concentracion de la fuente de

nitrégeno permitira alcanzar 1 g/L del biopolimero

2.El consumo de sustrato de forma tedrica se establecié en un 100 % por lo que debera
comprobarse que existe un consumo de los AGVs ya sea de forma individual o en

combinacion.

Una vez que se establecieron las condiciones teéricas optimas para el crecimiento y formacion
del polimero en los tres consorcios C2, C4 y C5, como siguiente etapa se evalud el

creciemiento de los cultivos con una concentracion inicial de acetato de 2 g¢g/L y una
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concentracion de amonio de 0.1 g/L. Esta dltima es un orden de magnitud menor en

comparacion a la que se tenia en el medio inicial.

Se evalu6 el consumo de sustrato en los consorcios durante el crecimiento de la biomasa,
determinando que el consorcio C2 consume aproximadamente un 70% del acetato en la
primeras 20 horas de fermentacion, mientras que el consumo de butirato fue menor y mas lento
ya que hasta las 44 horas de fermentacion, donde inici6 la fase de crecimiento exponencial. En
este perido de incubacion el butirato practicamente no habia sido consumido. Posterior a las 44
horas de cultivo el consumo de butirato aumento, alcanzando un cosumo final de hasta un 80%
del mismo. A medida que se fueron cosumieron ambos sustratos la concentracion de biomasa
se incremento hast alcanzar un maximo de hasta 2.5 g/L despues de las 60 horas de cultivo, tal

como se observa en la Figura 10.
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Figura 10 Evaluacion de la Biomas y Consumo de sustrato de C2

Al evaluar el crecimiento del consorcio C4 con ambos sustratos, se observo que el consorcio
C4 que aparentemente el consumo de los sustratos es simultaneo y no como en el caso del
cultivo C2 donde aparentemente se consume primero el acetato y posteriormente el butirato. El
70% del acetato fue consumido durante las primeras 20 horas de fermentacion, mientras que
solamente el 40% del butirato fue consumido posterior a las 70 horas de fermentacién. La
biomasa en este caso alcanzo una concentracion maxima de 2.7 g/L como se observa en la

Figura 11
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Figura 11 Evaluacion de la Biomas y Consumo de sustrato de C4

Finalmente, también se evalu6 el crecimiento del C5 en presencia de la mezcla de sustratos.
Esto permitié evidenciar que el consorcio C5 consume aproximadamente un 70% del acetato
en la primeras 20 horas de fermentacion, al mismo tiempo se consumio el butirato pero en una
menor cantidad, por lo que solamente se alcanzé un porcentaje de asimilacion/degradacion del
sustrato de 50% de una concentracién de alrededor de 2 g/L de cada uno de ellos. El consumo
de ambos sustratos continu6 llevandose a cabo a una velocidad menor hasta las 70 horas de
fermentacion alcanzando un consumo maximo de 75% y 55% para el acetato y butirato,
respectivamente. El consumé del sustrato permiti6 alcanzar una concentracion de biomasa

mayor a 2 g/L, tal como se puede observar en la Figura 12
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Figura 12 8 Evaluacion de la Biomas y Consumo de sustrato de C5
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Se demostré que los consorcios tiene la capacidad de consumir los sustratos y crecer en la
condiciones establecidas en base a la teoria, asi mismo se observé que pueden alcanzar
concentraciones de biomasa superiores a los 2 g/L a pesar de que la fuente de amonio se vio
drasticamente disminuida, lo que permite comprobar que con una concentracién de 0.1 g/L de

amonio se puede fomentar el crecimiento de los consorcios de forma correcta.

Posteriormente y una vez definidas las mejores condiciones de crecimiento, se realizé la
extraccion del polimero a los tres consorcios para poder comprobar que las condiciones
establecidas permiten la formacion de este. Los resultados obtenidos demostraron que
efectivamente el polimero se produjo bajo estas condiciones de cultivo. Los datos del
porcentaje de PHB producido se resumen en la Tabla 5, estos porcentajes de acumulacion son
menores a los reportados en la bibliografia, mismo que se encuentran alrededor del 40% para
cultivos mixtos, sin embargo la concentraciébn de biomasa alcanzada es comparable con lo
reportado por esto se podria deber a que los tres consorcios presentaron aumentos en el pH
alcanzando un promedio superior a 8, que esta dentro de los pardmetros reportados para
bacterias purpuras no sulfurosas en lo que puede afectar en gran medida el almacenamiento

del polimero, asi como al crecimiento celular.

Tabla 5 % PHB en los consorcios C2, C4y C5

Peso seco
(g/l) %PHB

0.42 13
0.5 6

0.64 2

Debido a que los resultados con el medio de cultivo A fueron muy bajos respecto a la
acumulacion del biopolimero, como se observa en la tabla 5, se decidi6 realizar una
modificacion al medio de cultivo agregando 0.9 g/L de K2HPO4 como amortiguador permitiendo

asi mantener el pH mas estable alrededor de 6.8+- 0.2.

Al mantener el pH en 6.8 el aumento en la biomasa conforme al tiempo es evidente
permitiéndole alcanzar concentraciones hasta de 0.7 g/L en 96 horas de fermentacion, por lo
que el crecimiento del consorcio depende en gran medida de la estabilidad del pH, puesto que
en la cinéticas anteriores sin el amortiguador que permitiera regular de pH, la concentracion de
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la biomasa es menor, lo que puede atribuirse a que el medio se torna basico alcanzando un pH
de 9.

Se observo que al utilizar el medio B que incluia el amortiguador, el crecimiento de la biomasa
continuaba durante las 96 horas correspondientes a esta etapa, donde el consorcio C2 alcanz6
0.65g/l de biomasa y se observa que se interrumpe en una fase de crecimiento, lo que permite
que el consorcio continle aumentando su concentracion de biomasa y comience a acumular el

polimero en la siguiente etapa

El consorcio C2 mostro un crecimiento menor como se observa en la Figura 13, lo que sugiere
que el control de pH afecto la evolucién del consorcio, sin embargo la oxidacion de los
cromoforos se ve afectada por un pH alcalino lo que justificaria las diferencia en la densidad

Optica y por lo tanto la menor concentracion de biomasa
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Figura 13 Efecto del Medio B sobre el crecimiento del consorcio C2.

Al recuperar la biomasa del medio de crecimiento y realizar un recultivo en medio de
acumulacién la biomasa continua aumentando hasta alcanzar concentraciones de 1.7 gL,
debido a que hay un concentracion de 0.1g/l fuente de nitrégeno(NH4) que permite que la

biomasa siga incrementandose.
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Figura 14 Efecto del Medio B sobre el crecimiento en medio de acumulacion del consorcio C2.

El consorcio C4 mostr6 un comportamiento similar en el medio de crecimiento, sin embargo la
concentracion celular fue menor alcanzando 0.38 g/L de biomasa, lo que sugiere que el
consorcio C4 crece de manera mas lenta en un pH neutro a diferencia del medio alcalino y se
interrumpe a las 96 horas como se observa en la Figura 14 con el fin de utilizar la biomasa

como inoculo en un medio que fomente la acumulacion del polimero.
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Figura 15 Efecto del Medio B sobre el crecimiento del consorcio C4.

Al cambiar de al medio de acumulacién la biomasa continua aumentando hasta alcanzar
concentraciones de 0.85¢/L, esto debido a que existe un fuente de nitrégeno que permite que

la biomasa siga aumentando.
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Figura 16 Efecto del Medio B sobre el crecimiento en medio de acumulacion del consorcio C4.

La estrategia de someter a las celular a dos tipos de medio permitié alcanzar en primer lugar
una buena acumulacion de biomasa y en segundo lugar fomento la acumulacién del polimero,

permitiendo alcanzar hasta un 44% de PHB con respecto de la biomasa seca del consorcio C4

Tabla 6 Porcentaje de PHB recuperado a partir del medio de acumulacion

Peso Seco
(g/L) 0.06 0.02

%PHB 26.166 44

3.3. Caracterizacion del polimero

3.3.1. Microscopia Confocal
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Se realizaron tinciones utilizando Azul Nilo al 1% y mediante microscopia confocal se
observaron los granulos del polimero conforme al tiempo de la fermentacion, permitiendo
evidenciar acumulacion de polimero a lo largo del tiempo en el los distintos consorcios C2, C4 'y
C2P durante la fase de limitacién de amonio o fuente de nitr6geno.

En primer instancia se realizaron pruebas de autofluorescencia mediante un barrido de 425nm
a 721nm con la finalidad de evitar un falso positivo como se observa en la Figura 16 y con esto

verificar que en efecto lo que se esta observando es el polimero dentro de las células

Figura 17 Barrido de 425nm a 721nm para autofluorecencia

En la Figura 17 se puede observar que al inicio del cultivo no se percibié florescencia lo que
corrobora que el colorante fue especifico para PHB y que no hubo ningin otro componente

celular que se tifiera o floresciera en las condiciones iniciales.
El consorcio C2 mostro acumulacion del polimero a partir del segundo dia como se observa en

la Figura 17 y continio aumentando hasta el octavo dia de la fermentacion Figura 18, donde se

puede observar que el polimero se encuentra en una alta concentracion dentro de la célula.
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Figura 18 Vacuolas de acumulacién del polimero después de en el consorcio C2 dos dias en

medio de acumulacién a 63x 561nm

Figura 19. Vacuolas de acumulacién del polimero después de 8 dias en medio de acumulacion
a 63x 561nm

Mediante un acercamiento a 2 um se pueden observar las vacuolas formadas por los granulos
del biopolimero dentro de la célula como se observa en la Figura 19, misma que tomando en
cuenta la escala, nos permiten suponer que el tamafio de las vacuolas ocupan y porcentaje

menor al 30% de la célula, cercano a la cantidad de polimero recuperado (26%).
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Figura 19 Vacuolas de acumulacién del polimero después de depus de 8 dias en medio de
acumulacion a 63x 561nm

El consorcio C4 mostré acumulacién del polimero a partir del segundo dia superior a la que se
observo en el consorcio C2 como se observa en la Figura 20, la concentracion del polimero
dentro de la células continio aumentando hasta el octavo dia de la fermentacion, donde se
puede observar que el polimero se encuentra en una alta concentracion dentro de la célula 'y la

mayor parte de la poblacion presenta el polimero intracelularmente.

Figura 20 Consorcio C4 dos dias en medio de acumulacion a 63x 561nm
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Los microorganismos que presenta acumulacién del polimero, presenta vacuolas grandes que
ocupan alrededor del 50% del cuerpo analizado como se observa en la Figura 21, que también
corresponderia al 44% que se recupero del polimero durante el proceso de extraccion.

Figura 21. Consorcio C4 ocho dias en medio de acumulacion a 63x 561nm

Existen 3 cromoforos capaces de tefiir los PHB que se forman en la células como son el negro
suddan, azul nilo y el rojo nilo, sin embargo se ha demostrado que el azul nilo tiene una mejor
selectividad que el negro suddan (Schroth, 1994).

Diversos autores sefialan que es posible utilizar rojo Nilo y azul Nilo es posible evidenciar la
presencia de granulos de PHB de forma intracelular en los microorganismos ( Berlanga, 2006),
sin embargo no es posible cuantificar la concentracion del polimero hasta que se realiza una
extraccion.

Por lo tanto se eligio la técnica de tincion mediante azul Nilo, que permiti6 evidenciar la
presencia y acumulacién del biopolimero a lo largo de la cinética en ambos consorcios,

mediante microscopia confocal.

3.3.2. MALDI-TOF

El polimero obtenido se identific6 mediante la técnica de MALDI-TOF que permitié obtener la
masa molecular del biopolimero a partir de la ionizacion de las moléculas correspondientes a
los fragmentos del polimero de cada uno de los consorcios C2, C4, C2P y C5, aunado a esto
se obtuvo la estructura principal del PHA y se identific6 el monémero conocido PHB como se

observa en la Figura 22 enmarcado en azul.
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Figura 22 Estructura monomérica de PHB obtenida a partir del consorcio C2

El polimero obtenido a partir del consorcio C2 presentd una masa molecular total del polimero
alrededor de 937 m/z con fragmentos de masa molecular de 102 m/z, como se observa el
Figura 23, que son correspondientes a la adicion de la unidad monomérica representada en la
Figura 22 .

Se han reportado polimeros con una masa molecular de 1070 m/z con fragmentos de masa
molecular alrededor de 86 m/z (Yu, 2000), que representan polimeros con una mayor masa
molecular del que se obtuvo con el consorcio C2, sin embargo las fracciones de la unidad

monomeérica son mas pequefias, por lo que el polimero se encuentra mas fraccionado.
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Figura 23 Fragmentos de 102 m/z correspondientes a la adicion de una unidad monomérica
mediante MALDI-TOF
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Mediante la técnica de MALDI-TOF se obtuvo la estructura principal del PHA para el consorcio
C4 y se identific6 una subunidad de estructura dimérica en el polimero conocido PHB

representado en la Figura 24 enmarcado en azul.

oH

Figura 24 Estructura Dimérica de PHB obtenida a partir del consorcio C4

El consorcio C4 presentd un polimero con una masa molecular total de 1313.536 m/z con
fragmentos de masa molecular de 172 m/z, como se observa el Figura 25.

Existen reportes con masa molecular en rangos de 580 a 1580 m/z para PHBs obtenidos
mediante sintesis quimica, utilizando butilenadipato para formacién de copolimeros
(Impallomeni, 2013), que permiten aumentar la masa molecular. Sin embargo el polimero que
se obtiene a partir del consorcio C4 se encuentra cercano a estos valores, con la ventaja de ser
sintetizado por un cultivo mixto que es capaz de utilizar AGVs como sustrato, aunado a esto el
polimero proveniente del cultivo no necesita otro polimero para alcanzar masas molecular altas,

lo que dice que el polimero esta menos fraccionado.
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Figura 25 Fragmentos de 172 m/z correspondientes a la adicion de unidades diméricas
mediante MALDI-TOF
El consorcio C5 presenté un polimero con una masa molecular total de 946.875 m/z sin
embargo presento fragmentos de masa molecular tanto de 102 m/z como de 172 m/z, como se
observa el Figura 26. Al presentarse dos fragmentos del polimero con distintas masas
moleculares, existe la posibilidad de una formacién del polimero a partir de oligdmeros con
distintas masas, sin embargo al repetirse la unidad monomérica de 102 m/z una mayor
cantidad de veces y la cual coincide con la unidad monomérica del consorcio C2, es posible

decir que el polimero esta compuesto por monémeros de PHB.
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Figura 26 Fragmentos de 102 y 172 m/z correspondientes a la adicion de unidades
monomeéricas y dimericas mediante MALDI-TOF
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Para poder comparar el polimero obtenido con los que se encuentran actualmente de forma
comercial, se analiz6 PHB comercial mediante MALDI-TOF y se obtuvo una masa de molecular
de 1058 m/z con fragmentos de 102 y 172 m/z similares a los que se encontraron con el
consorcio C5 Figura 27, sin embargo el polimero obtenido a partir del consorcio C4 cuenta con
una masa molecular mayor a la del polimero comercial, lo que indica que el método de
extraccion no fragmento al polimero, ademas este presento subunidades dimericas, por lo que

el PHB obtenido tiene una mayor resistencia debido a los enlaces que se forman.
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Figura 27 Fragmentos de 102 y 172 m/z correspondientes al PHB comercial mediante MALDI-
TOF

La técnica de MALDI-TOF permiti6 obtener la estructura del polimero, ademas se analiz6 y
compar6 la masa molecular de los polimeros obtenidos a partir de los consorcios, asi como del

polimero comercial.

3.3.3. DRX
Mediante la difraccion por rayos x es posible obtener el porcentaje de cristalinidad, ademas de
la identificacion del polimero mediante la comparacion de los picos en los cromatogramas con

los conocidos en la base de datos del centro internacional de difraccion.
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La cristalinidad de un material influencia sus caracteristicas, incluyendo su fortaleza mecanica,
opacidad y propiedades térmicas. Una mayor cristalinidad en la estructura del polimero le
otorgaria una mayor flexibilidad y resistencia.

Se logro identificar mediante la base de datos que los picos en el cromatogramas del polimero
correspondiente al consorcio C2 indican la presencia de Poli(B-hidroxibutirato) en un 35% y
Poli(R,S)-B-hidroxybutirato) isotactico en un 64%, que son mostrados en gris y verde
respectivamente, mientras que los picos generados por el polimero se muestran en rojo como
se observa en la Figura 28

La fraccion del polimero analizada mostro un peso molecular de 86.09, con una formulacion
empirica de (C4H602)n correspondiente al monémero PHB que se repite durante la estructura
del polimero.
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Figura 28 Cromatogramas de cristalinidad del PHB a partir del consorcio C2

El polimero obtenido a partir del consorcio C2 presenté un porcentaje de cristalinidad del
59%(Figura 29), lo que representa un polimero con una densidad media, ademas presenta una
estructura mas ordena lo que le permite funcionar como un material plastico mas rigido, sin
embargo los reportes indican que al aumentar la temperatura a un punto cercano al punto de
fusion, la cristalinidad del polimero aumenta y esta se conserva hasta alcanzar su punto de
fusién. (Owen, 1991, Sato, 2006).

El cromatograma del polimero correspondiente al consorcio C2 indica la presencia de Poli(B-
hidroxibutirato) y Poli(R,S)-B-hidroxybutirato) isotactico, siendo que la forma isotactica

representa 64%, mientras que Poli(3-hidroxibutirato) solamente un 35%
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Figura 29 Porcentaje de Cristalinidad de PHB del consorcio C2

El cromatograma del polimero correspondiente al consorcio C4 se muestra en la Figura 31, el
cual indica la presencia de Poli(B-hidroxibutirato) y Poli(R,S)-B-hidroxybutirato) isotactico, la
presencia del polimero es su forma isotactica es menor que en el consorcio C2, debido a esto
su estructura es amorfa.
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Figura 30 Cromatogramas de cristalinidad del PHB a partir del consorcio C4

La cristalinidad es menor (5.4%) en comparacién al polimero obtenido a partir de C2, sin
embargo el peso es de 102.09, como era lo esperado debido a que los analisis realizados
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mediante la técnica de MALDI-TOF arrojaron una mayor masa molecular para el polimero

sintetizado en el consorcio C4.
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Figura 31 Porcentaje de Cristalinidad de PHB del consorcio C4

Se identificaron los cromatogramas del polimero correspondiente al consorcio C5 que indicaron
la presencia de Poli(B-hidroxibutirato) en un 100%, que son mostrados en gris como se observa

en la Figura 33
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Figura 32 Cromatogramas de cristalinidad del PHB a partir del consorcio C5

El polimero present6 una cristalinidad menor que la correspondiente al consorcio C2 y mayor a

la del consorcio C5 alcanzando un 17%, sin embargo el peso es de 102.09, idéntico al del

consorcio C4. El consorcio C5 presento fragmentos con la misma masa molecular, ya sea a la

unidad monomeérica en el polimero proveniente de C2 de 102 m/z o a la fracciéon dimérica con

una masa molecular de 172 m/z, por lo que es posible que el fragmento analizado en ambas

pruebas corresponda a una masa molecular de 172 m/z y esto permita que el peso molecular

sea el mismo.
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Figura 33 Porcentaje de Cristalinidad de PHB del consorcio C5

La cristalinidad e identificacion del polimero se encontrdé de 13 a 32° para los tres polimeros
analizados, siendo estos picos los que corresponde a la estructura de PHB, lo que da una
confirmacion de que efectivamente el polimero almacenado en los tres consorcios corresponde

al PHA conocido como PHB.

La cristalinidad baja pudo deberse a que durante el proceso de recuperacion del polimero la
temperatura se mantuvo lejana al punto de fusion, por lo que la formacién de cristales se vio
afectada. Aunado a esto los polimeros analizados fueron obtenidos a partir de distintos
consorcios microbianos, los cuales sintetizaron y almacenaron el polimero de forma distinta

debido a la competencia por la fuente de carbono dentro del mismo consorcio.

3.3.4. Microscopia electronica de Barrido

Se analiz6 la morfologia del polimero median microscopia electronica de barrido de alta
resolucion con acercamiento al polimero de 1000X hasta 10000X como se observa en las
Figuras 34 y 35. Se observa en la Figura 34 que el polimero se encuentra completamente
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cargado, ya que al tener propiedades similares a los plasticos convencionales derivados del
petréleo, este funciona como aislante impidiendo la interaccion y pase de los electrones,

almacenandolos en la superficie.

El polimero presenta efecto borde debido a la sobre posicién y fragmentacion de la estructura
laminar del polimero, sin embargo se puede observar homogeneidad en la estructura, lo que
quiere decir que no hay adicién de otros materiales en el polimero.Se ha reportado al PHB
como matriz de soporte para materiales bioceramicos, donde la morfologia del polimero sigue
siendo laminar, a pesar de la adicion de otro polimero para la formacién del copolimeros y darle
mayor resistencia, sin embargo las particulas ceramicas se muestran morfologia irregular y se
encuentran distribuidas sobre la lamina, permitiendo asi el uso y evidencia del polimero como
soporte (Chen, 2002), igualmente hay estudios que utilizan al PHB como matriz extracelular

para la regeneracion de tejidos (Deng, 2003)

10pm CNMN-IPN 11/23/2015
GB WD 3.0mm 12:51:53

Figura 34 Morfologia de polimero Microscopia a 1000 X

Se realizdé un aumento a 10,000X con el fin de observar la porosidad del polimero, misma que
no fue posible evidenciar, sin embargo se localizaron fragmentos sobre la superficie del
polimero, que se puede suponer que son residuos organicos o fragmentos del mismo polimero

que no quedaron unidos a la estructura laminar
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Figura 35 Morfologia de polimero Microscopia a 10,000 X

3.4. Andlisis de las poblaciones al final del proceso

Pirosecuenciacion

Se analizaron las poblaciones al final de proceso, con el final de evidenciar la evolucién de las
especies microbianas en el consorcio, asi como identificar a las poblaciones productoras de
PHB y su porcentaje en el consorcio.

El consorcio C2 mostro cambios en la poblaciones como se observa en la Figura 37,
principalmente en el aumento en la concentracion de Dysgonomonas alcanzando hasta un
34%, a la vez se beneficio el crecimiento de Clostridium en un 5%, la cual esta reportada como

productora de PHB junto con los Bacteroides sp. (Emeruwa at el 1973, Williamson 1958).

Por lo que las poblaciones productoras del biopolimero representan un 35% de las poblaciones

en el consorcio, y se logro obtener hasta un 26% de acumulacién de PHB.
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Figura 36 Poblaciones Finales consorcio C2

Las poblaciones en el consorcio C4 al final del proceso evolucionaron de forma positiva en el
porcentaje que son capaces de generar PHB alcanzando hasta un 61% del total del consorcio,
representadas principalment por Clostridum en un 30% Bacteroides en 8%, Clostridia en 11% y
Rhodoseudomonas palustris en 5% como se observa en la Figura 38. Este consorcio logro una
acumulacion de un 44% del polimero, siendo el mejor productor debido a que el porcentaje de

microorganismos productores en casi el doble del consorcio C2.

Consorcio C4 Final
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m Clostridium
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Figura 37 Poblaciones Finales consorcio C4
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4. CONCLUSIONES

Los consorcios fototroficos son capaces de crecer utilizando acetato y butirato como
sustrato, obteniendo un perfil de crecimiento similar y una concentracion de biomasa
maxima de 2.0 g/L. El butirato fue asimilado en menor proporcion, alcanzando una

concentracion de biomasa menor (alrededor de 0.5 g/L).

La modelacién del bioproceso permitié predecir las condiciones tedricas de crecimiento
adecuadas de los consorcios, asi como las de produccion del polimero. En base a estos
resultados, se utilizd una concentracion baja (0.1g/l) de fuente de nitrégeno. Esto
favorecié una mayor acumulacion del polimero en los consorcios C2 y C4 (26 y 44%

respectivamente).

Las poblaciones que acumulan el polimero se observaron mediante microscopia
confocal, evidenciando la acumulacion de PHB en una parte de la poblacién microbiana.
Estos datos fueron corroborados mediante la caracterizacion de las poblaciones al final

del proceso.

Los datos de caracterizacion del polimero obtenidos mediante la técnica de MALDI-TOF
mostraron la presencia de la estructura del monémero caracteristico del PHB, lo que

valida el hecho de que el polimero obtenido fue PHB.

Se determiné variacién en los polimeros, tanto en la masa molecular como en la
distribucion de pesos moleculares de cada uno de los consorcios, siendo C4 el de
mayor masa molecular (1313.536), superando al PHB comercial con una masa de
1058.304.

Los porcentajes de cristalinidad, asi como la conformacion del polimero, permiten
establecer que el biopolimero producido a partir del consorcio C2 tiene un conformacion

de PHB en forma isot4ctica, brindandole un mayor cristalinidad (59%).

Los datos de caracterizacion de las poblaciones (pirosecuenciacion) del consorcio C2
sugiere que dos de las especies determinadas (Bacteroides sp y Clostridium) son las
comunidades microbianas responsables de la produccién del polimero, representando

un 34% de la poblacion del consorcio.

Los datos de caracterizacion de las poblaciones (pirosecuenciacion) mostraron que el
consorcio C4 contiene un 60% de poblaciones reportadas como productoras de PHB.
Esto demuestra que existe un mayor niumero de poblaciones capaces de producir PHB

y sugiere que C4 es el mejor productor de biopolimero.
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