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La presente invencion describe métodos eficientes de fermentacion de bajo costo para la produccion eficiente de
poli-3-hidroxialcanoatos (PHAs) de cadena media que comprenden el crecimiento de microorganismos productores de
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invencion comprenden producir biomasa en cultivo por lote, posteriormente producir biomasa en lote alimentado mediante
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aceite vegetal como fuente de carbono bajo limitacion de nitrégeno o fosforo. Mediante el método de la invencion, se
obtiene al menos un 90% en peso seco de PHAs de cadena media del medio de fermentacién, presentando de 5 a 10% de
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(57) Abstract

The present invention describes efficient and low cost fermentation methods for the efficient production of medium
chain poli-3-hydroxyalkanoates (PHAs), which comprise the growth of microorganisms producing PHAs using vegetable
oils as carbon source, either in the presence or absence of saccharide. The methods of the invention comprise producing
biomass in batch culture, subsequently producing biomass in fedbatch culture by means of the addition of saccharide
and a nitrogen source to the culture medium and finally producing PHAs by means of the addition of vegetal oil as carbon
source with limitation of nitrogen or phosphorus. By means of the method of the invention, at least 90% in dry weight of
medium chain PHAs with respect to dry biomass is obtained from the culture medium, presenting from 5 to 10% of medium
chain monomeric units in their structure.
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1
Métodos para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA) de cadena media

usando aceite vegetal como fuente de carbono

Campo de la invencion.

La presente invencidn se relaciona con métodos bioldgicos para la produccion de plasticos
biodegradables, especificamente con métodos de fermentacion para la produccion de poli-
3-hidroxialcanoatos (PHAs) de cadena media mediante el crecimiento de microorganismos

usando aceites vegetales como fuente de carbono.

Antecedentes de la invencion.

El aumento poblacional a nivel mundial ha originado un incremento en la demanda de
petréleo provocando un aumento progresivo en su precio originado por la escasez de este
recurso en el mercado mundial. La produccién de este recurso natural comenzara a
disminuir de forma acelerada provocando un grave problema de agotamiento para el afio
2050. Una cantidad importante de petroleo esta destinado a la produccion de plasticos, por
lo tanto, al haber escasez en las reservas petroleras, también se presentara escasez en
éstos.

Los plasticos de origen quimico, son materiales con cualidades versatiles, al ser
resistentes a la degradacion y a la vez ligeros, lo que ha generado que sean un insumo
esencial para la mayoria de las industrias. Sin embargo, el tiempo de vida util de una gran
parte de ellos es muy corto; muchos son utilizados para fabricar envases y material de
embalaje, provocando que sean desechados al medio ambiente causando graves
problemas de contaminacion ambiental como es la acumulacion de plasticos no
degradables, que al ser incinerados provocan la emision de gases de invernadero a la
atmdsfera (metano, 6xido nitroso y bioxido de carbono). Como una alternativa para evitar
los problemas causados por los plasticos convencionales, los plasticos biodegradables
son una opcidn viable. En este sentido, los poli-3-hidroxialcanoatos (PHAS) representan la
mejor alternativa dadas sus caracteristicas estructurales y de compatibilidad con el medio
ambiente.

Los PHAs son polimeros 100% biodegradables, termoplasticos, elastomeros, insolubles en
agua, no toxicos y biocompatibles. Estos poliésteres poseen caracteristicas similares a las
del polietileno y polipropileno, y por lo tanto pueden utilizarse en lugar de los plasticos



10

15

20

25

30

2
convencionales. Asi mismo son degradados totalmente en condiciones aerobias y

anaerobias por microorganismos del suelo, mar, agua de lago, y aguas residuales’?.

Los PHAs son clasificados en base al nimero de atomos de carbonc en sus unidades
monomeéricas, dividiéndolos en dos grupos, PHAs de cadena corta (PHAsy) con 3-6
atomos de carbono y de cadena media (PHAn,) con 6-14 atomos de carbono. La

estructura quimica de los PHAs se puede observar en la formula 1:

0 CH,
Formula1 - ST S ST ST N7 N

a0————C

o

En donde n puede ser de 600 a 35,000. En la tabla 1 se puede observar el nombre del
PHA generado cuando R es sustituido por el radical que se indica en su unidad

monomérica.
Tabla 1
Carbonos
R PHA en la unidad | Cadena | Siglas
monomérica
Hidrégeno | Poli-3-hidroxipropionato 3 Corta PHP
Metilo Poli-3-hidroxibutirato 4 Corta PHB
Etilo Poli-3-hidroxivalerato 5 Corta PHV
Propilo Poli-3-hidroxihexanoato 6 Media | PHH
Pentilo Poli-3-hidroxioctanoato 8 Media |PHO
Nonilo Poli-3-hidroxidodecanoato 12 Media | PHDD

Los PHAs son biodegradables y exhiben propiedades térmicas y mecanicas similares a los
termoplasticos como polietileno y polipropileno, por lo tanto tienen un gran potencial de
aplicaciones médicas e industriales®.

La familia de los PHAs tienen una amplia variedad de propiedades mecanicas ya que la
incorporacién de unidades monoméricas de 6 a 14 carbonos da como resultado un mayor

peso molecular y mejora sus caracteristicas fisicas ya que son elastomeros semicristalinos



10

15

20

25

30

35

3
con un bajo punto de fusion, una baja fuerza de tensién y una elevada extension a la

ruptura, ademas de tener una mayor biodegradabilidad". Los PHAs de cadena media
(PHAma), tienen un porcentaje de cristalinidad mucho mas bajo y son méas elasticos, pues
aumenta su resistencia al impacto mientras que el modulo de Young disminuye, lo que les
da mayor intervalo de aplicaciones en comparacion con los PHAs de cadena corta® (ver
tabla 2).
Tabla 2
Propiedades de los PHAs y polipropileno

Parametro PHB | P(3HB-HV) | P(3HB-4HO) | P(3HO-3HH) | Polipropileno
Tm (°C) 179 145 150 61 176
Tg (°C) -4 -1 -7 -36 -10
Cristalinidad (%) 70 56 45 30 60
Extension a la ruptura (%) [ 5 50 444 300 400
Modulo de Young (GPa) 35 29 - - 1.7

m Temperatura de fusion.
Tg Temperatura de transicion vitrea.

Los PHAs son plasticos no toxicos, biocompatibles y biodegradables que se pueden
producir a partir de recursos renovables. Tienen un alto grado de polimerizacion, con un
grado de cristalinidad en el intervalo de 60 a 80%, son activos opticamente e isotacticos
(es decir con regularidad estereoquimica en unidades repetidas), piezoeléctricos e
insolubles en agua. Estas caracteristicas los hacen altamente competitivos frente al
polipropileno y plasticos derivados del petroleo®®.

Los PHAs inicialimente fueron usados en peliculas de empaquetado principalmente en
bolsas, contenedores y empaques de papel®. Estas peliculas también pueden ser usadas
para hacer laminas con otros polimeros como el alcohol polivinilico®.

Otras aplicaciones de los PHAs es utilizarlos como utensilios, productos higienicos
femeninos, contenedores de cosméticos y envases de champu. Ademas de su potencial
como material plastico, los PHAs también son usados como componentes estéreo

regulares que pueden servir como precursores quirales para la sintesis quimica de
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componentes Opticamente activos®. También son usados como portadores biodegradables

para la dosificacién de medicamentos, hormonas, insecticidas y herbicidas, y como
materiales osteosintéticos en la estimulacion de crecimiento de hueso, por sus
propiedades piezoeléctricas, en placas de hueso, estructura quirtrgica y remplazamiento
en vasos sanguineos®®,

Los PHAs son poliésteres de hidroxialcanoatos sintetizados por al menos 75 géneros
diferentes de bacterias tanto Gram negativas como Gram positivas, como por ejemplo
Wautersia eutropha, Bacillus megaterium, Klebsiella aerogenes, Pseudomona putida, P.
oleovarans, Sphaerotilus natans, entre otras (ver tabla 3). Estos polimeros se acumulan
intracelularmente en la bacteria como inclusiones en condiciones de estrés, tales como
limitacidn de fosforo, nitrégeno, oxigeno y pH no 6ptimo en el medio de cultivo, llegandose
a encontrar que los PHAs pueden representar hasta el 80% de peso seco del producto
obtenido de la fermentacion®.

Tabla 3
Produccion de PHAs por bacterias

PHA Contenido de
Microorganismo Fuente de carbono
producido PHA*
Fructosa PHB 46-90
Glucosa PHB 46-85
Wautersia eutropha
Propionato PHB 26-36
Octanoato PHA 38-45
Bacillus megaterium
Glucosa PHB 20
QMB1551
Klebsiella aerogenes
. Melasas PHB 65
recombinante
Aceite de palma PHA 37
Acido laurico PHA 25
Pseudomona putida .
Acido miristico PHA 28
Acido oléico PHA 19
Gluconato PHB 1.1-0.5
P. oleovarans
Qctanocato PHB 50-68
Sphaerotilus natans Glucosa PHB 40

* % peso seco.
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Los PHAs producidos por bacterias han mostrado un peso molecular suficientemente alto

como para tener caracteristicas similares a las de los plasticos convencionales, tales como
el polipropileno.

Se sabe que los PHAs producidos por microorganismos pueden tener una variedad de
composiciones y estructuras dependiendo del tipo de microorganismo usado para su
produccion, asi como también la composicion del medio de cultivo y las condiciones en
que se lleva a cabo su crecimiento.

Por ejemplo, ha sido reportado que Wautersia eutropha H16, ATCC no. 17699 y sus cepas
mutantes producen copolimeros del acido 3-hidroxibutirico (3HB) y acido 3-hidroxivalérico
(3HV) en diversas proporciones cuando se cambian las fuentes de carbono en el cultivo.
Se ha descrito”® 1a produccién de copolimeros binarios de 3HB y acido 3-hidroxihexanoico
(3HH) mediante el cultivo de Aeromonas caviae con &cido oleico o aceite de olivo como
fuente de carbono.

Baanaado® describe la produccién de PHAs, teniendo como unidades monoméricas 3-
hidroxialcanoato, unidades de 6 a 12 carbonos empleando como fuente de carbono
hidrocarburo(s) alifatico(s) y usando Pseudomonas oleovorans ATCC 29347.

Se ha descrito'® que Pseudomonas resinovorans produce un poliéster con unidades
monoméricas de acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-
hidroxioctanoico y acido 3-hidroxidecanoico en un radio 1:15:75:9 empleando &cido
octanoico como Unica fuente de carbono. También se produce poliéster teniendo unidades
de acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxihexanoico, acido 3-hidroxioctanoico y acido 3-
hidroxidecanoico en un radio cuantitativo de 8:62:23:7 empleando acido hexanoico como
fuente tnica de carbono.

Se ha descrito"! que Pseudomonas sp. cepa 613 produce un poliéster consistente de
acidos 3-hidroxialcanoicos, tales como acido 3-hidroxibutirico, acido 3-hidroxihexanoico,
acido 3-hidroxioctanoico, acido 3-hidroxidecanoico y acido 3-hidroxidodecanoico, asi como
de acidos 3-hidroxialquenoicos, tales como acido 3-hidroxi-5-cis-dodecanoico y acido 3-
hidroxi-5-cis-dodecanoico, usando gluconato de sodio como Unica fuente de carbono.
Wautersia eutropha (antes Ralstonia eutropha) es una bacteria Gram negativa, aerobia
obligada, quimio-organotréfica capaz de acumular de 8 a 13 granulos con PHAs en la
célula con un diametro que varia de 0.2 a 0.5 pm. Las inclusiones hidrofobicas,
suspendidas en el citoplasma de la célula, contienen 5-10% en peso de agua y estan en



10

15

20

25

30

6
gran parte en estado amorfo. Después de una destruccion celular, cuando el PHA es

extraido, ocurre rapidamente una cristalizacion.

Entre los PHASs sintetizados por Wautersia eutropha, €l polihidroxibutirato (PHB) es el mas
ampliamente estudiado, el cual tiene un peso molecular en un intervalo de 10* - 10° Da y
una polidispersidad de 2. Presenta una temperatura de transicion vitrea (Tg) de -4°C,
mientras que la temperatura de fusion se presenta a 180°C, similar a la del polipropileno;
no obstante presenta un porcentaje de extension a la ruptura de solo 5%. Su relativamente
alto punto de fusién, cercano a su temperatura de descomposicién térmica, determina sus
limites de procesabilidad.

El precio del PHA depende del costo del sustrato, el rendimiento y la eficiencia de
formulacién en el proceso; esto implica altos niveles de PHAs como porcentaje en peso
seco y alta productividad, en términos de gramo de producto por unidad de volumen por
tiempo®,

Seleccionar un sustrato adecuado es un factor importante en la optimizacion de la
produccion de PHAs. La naturaleza del sustrato no sélo determina el contenido de PHA,
sino también la composicion, la cual afecta subsecuentemente las propiedades finales del
polimero. Dentro del costo final de los materiales usados para producir PHAs, el 80%
corresponde a la fuente de carbono utilizada, por lo tanto el precio de los PHAs se puede
reducir al utilizar sustrétos baratos.

En este sentido, para producir PHAs de cadena corta de bajo costo como PHB, se utilizan
fuentes de carbono simples como glucosa o fructosa, ademas de acidos organicos
volatiles como acético, propiodnico y butirico. Por otro lado, con acido valérico se logra
obtener un copolimero (PHB-HV) en diferentes proporciones'2.

Pradella®™ por ejemplo, describe un proceso de produccion de PHAs de cadena corta
teniendo como fuente de carbono aceite de soya o acidos grasos provenientes de éste,
aceite de palma, algodén, maiz, girasol 0 “mamona”. El proceso consiste de cuatro etapas,
para lo cual se emplean las cepas bacterianas Wautersia eutropha IPT026 o IPT027 y las
cepas de Burkholderia cepacia IPT048, 064, 066, 074, 110 6 189. La etapa de crecimiento
de la biomasa (etapa 1) se fleva a cabo mediante un sistema de retroalimentacion (feed
bath). El rendimiento obtenido de PHAs mediante este método es de 90% de biomasa
seca con una concentracion de biomasa bacteriana de 200 g/L de medio de fermentacion

y una conversion de masa de carbono a masa de PHA de 0.6 Kg/Kg.
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Bright'* por ejemplo describe la produccién de PHAs mediante células de plantas

productoras de aceites vegetales, canola, soya y girasol que contienen uno o varios genes
de enzimas que intervienen en la ruta de sintesis de PHAs provenientes del
microorganismo Wautersia eutropha, el cual sintetiza en forma natural PHA. Es importante
hacer notar que para llevar a cabo este tipo de proceso es necesario el uso de técnicas de
ADN recombinante.

Son diversos y multiples los trabajos donde se describen procesos de obtencion de PHAs
de caracteristicas muy especificas, mediante técnicas de ADN recombinante. En este
sentido, Nagaoka'® describe la creacion de una nueva cepa de Wautersia eutropha para
producir poliésteres que contengan especialmente unidades monomeéricas P(3HB-co-3HH)
mediante la insercion del gen de la enzima acido polihidroxialcano sintetasa, la cual
participa en la sintesis de PHAs, obteniéndose con ello un PHA con caracteristicas
especiales en cuanto a su flexibilidad y dureza.

A pesar de qué el empleo de técnicas de biclogia molecular y de ADN recombinante son
de gran utilidad para dirigir la produccién de PHAs hacia un producto muy especifico, este
tipo de metodologias incrementa el precio de produccion de los PHAs, siendo que con la
manipulacién de los métodos de fermentacion y las fuentes de alimentacion de los
microorganismos que producen PHAs se pueden obtener dichos polimeros a menos
costos con las caracteristicas deseadas.

A diferencia de la sintesis de PHAs de cadena corta, la sintesis de PHAs de cadena media
requiere utilizar sustratos donde se encuentren acidos organicos como &cido octanoéico,
dodecanoico, laurico y miristico con los que se pueden incorporar unidades monomericas
de 8 hasta 14 carbonos debido al diferente contenido de carbonos de cada acido'. Sin
embargo el costo de purificacion de estos acidos para usarlos como sustrato puede ser
elevado, lo que repercute en los costos de produccion de los PHAs al utilizarlos como
sustrato en procesos de fermentacion.

Por otro lado, las fermentaciones con acidos organicos de cadena corta (butirico y
valérico) han sido muy estudiadas ya que estos dos acidos pueden causar toxicidad o ser
inhibitorios para el crecimiento celular dependiendo del pH y de su concentracion en el
medio de cultivo,

A pesar de que el uso de la bacteria Wautersia eutropha en la obtencion de PHAs ha

demostrado ser de gran utilidad, ésta solo ha podido ser crecida utilizando fuentes de
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carbono como glucosa, propionato, valerato, metanol, sucrosa y propanol, con lo cual solo

es posible obtener actualmente copolimeros de hidroxialcanoatos de cadena corta como
PHB-HV".

Por lo anterior, es necesario contar con metodologias de produccién de PHAs de cadena
media de bajo costo, con la finalidad de obtener plasticos biodegradables con mejores

propiedades fisicas y una mayor biodegradabilidad.

Objetivos de la invencion.

Por lo anterior, es uno de los objetivos de la presente invencién proporcionar métodos
para la produccion de PHAs de cadena media mediante el crecimiento de
microorganismos utilizando aceites vegetales como fuente de carbono.

Es otro de los objetivos de la invencién, proporcionar métodos para la produccion de PHAs
de cadena media mediante el crecimiento de microorganismos utilizando aceites vegetales
y fructosa como fuentes de carbono.

Es otro de los objetivos de la invencion, proporcionar métodos para la produccion de PHAS
de cadena media mediante el crecimiento de microorganismos utilizando aceite de canola
como fuente de carbono.

Es ofro de los objetivos de la invencion, proporcionar métodos para la produccién de PHAs
de cadena media mediante el crecimiento de microorganismos utilizando aceite de canola
y fructosa como fuentes de carbono.

Es otro de los objetivos de la invencién, proporcionar métodos para la produccion de PHAs
de cadena media mediante el crecimiento de Wautersia eutropha utilizando aceite de
canola y fructosa como fuentes de carbono.

Es otro de los objetivos de la invencion, proporcionar PHAs de cadena media obtenidas a
partir del crecimiento de microorganismos utilizando aceite de canola y fructosa como
fuentes de carbono.

Es aun otro de los objetivos de la invencion, proporcionar PHAs de cadena media que
comprendan monomeros de PHO y PHDD como unidades repetidas en su estructura.

Breve descripcion de las figuras.
Figura 1. Se muestra una grafica de los perfiles de concentracion de biomasa total (X),
biomasa residual (Xr) y PHAs a nivel matraz usando aceite de canola como
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fuente de carbono. Se observa crecimiento celular con fructosa (A) y adicion

de aceite vegetal (B).

Se muestra una grafica de los perfiles de concentracion de biomasa total (X),
biomasa residual (Xr) y PHAs a nivel bioreactor usando aceite de canola como
unica fuente de carbono. Se observa cultivo en lote (A), cultivo en lote
alimentado (B) y produccion de PHAs (C).

Se muestra una grafica del perfil de concentracion de fructosa durante la
fermentacién usando aceite de canola como dnica fuente de carbono. Se
observa cultivo en lote (A), cultivo en lote alimentado (B) y produccion de
PHAs (C).

Se muéstra una grafica del perfil de concentracion de amonio durante la
fermentacion usando aceite de canola como unica fuente de carbono. Se
observa cultivo en lote (A), cultivo en lote alimentado (B) y produccion de
PHAs (C).

Se muestra una grafica del perfil de concentracion de aceite de canola en la
fase 3 de la fermentacion con aceite de canola.

Se muestra una gréafica del perfil de concentraciones de biomasa total (X),
biomasa residual (Xr) y PHAs usando aceite de canola y fructosa como fuentes
de carbono. Se observa cultivo en lote (A), cultivo en lote alimentado (B) y
produccion de PHAs (C).

Se muestra una grafica del perfil de concentracién de fructosa durante la
fermentacién usando aceite y fructosa como fuentes de carbono. Se observa
cultivo en lote (A), cultivo en lote alimentado (B) y produccién de PHAs (C).

Se muestra una grafica del perfil de concentraciéon de aceite en la fase 3 de la
fermentacion con aceite de canola y fructosa.

Se muestra una grafica del perfil de concentracién de amonio durante la
fermentacion usando aceite y fructosa como fuentes de carbono. Se observa
cultivo en lote (A), cultivo en lote alimentado (B) y produccién de PHAs (C).

Se muestran los espectros de RMN C (A) y de RMN de 'H (B) de
polihidroxibutirato (PHB).

Se muestran los espectros de RMN ®C a 500 Mhz de los PHAs obtenidos
mediante el método de la invencion, utilizando aceite de canola como Unica
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fuente de carbono (A) o a partir de aceite de canola y fructosa como fuentes de

carbono (B). Se distingue hidroxibutirato (HB), hidroxivalerato (HV),
hidroxioctanoato (HO) e hidroxidodecanoato (HDD).

Se muestran los espectros de RMN 'H a 125 Mhz de los PHAs obtenidos
mediante el método de la invencion, utilizando aceite de canola como unica
fuente de carbono (A) o a partir de aceite de canola y fructosa como fuentes de
carbono (B).

Se muestran los espectros de FT-IR en la regién 4000 a 650 cm’ de los PHAs
obtenidos mediante el método de la invencion, utilizando aceite de canola y
fructosa como fuentes de carbono (a), utilizando aceite de canola como Unica
fuente de carbono (b) y PHB (c).

Se muestran los espectros de FT-IR en la region 3600 a 2600 cm” de los
PHAs obtenidos mediante el método de la invencion, utilizando aceite de
canola y fructosa como fuentes de carbono (a), utilizando aceite de canola
como Unica fuente de carbono (b) y PHB (c). ‘

Se muestran los espectros de FT-IR en la region 1850 a 1600 cm” de los
PHAs obtenidos mediante el método de. la invencion, utilizando aceite de
canola y fructosa como fuentes de carbono (a), utilizando aceite de canola
como unica fuente de carbono (b) y PHB (c).

Se muestran los termogramas de los PHAs obtenidos mediante el método de
la invencién, utilizando aceite de canola y fructosa como fuentes de carbono
(A), utitizando aceite de canola como unica fuente de carbono (B) y PHB (C).

Descripcion detallada de la invencion.

La presente invencién proporciona métodos eficientes de fermentacion de bajo costo para

la produccion eficiente de PHAs de cadena media que comprenden el crecimiento de

microorganismos utilizando aceites vegetales como sustrato, o bien en presencia de

aceites vegetales y fructosa.

Para efectos de la invencién, métodos de fermentacion eficientes con un bajo costo de

produccién se pueden lograr utilizando aceites vegetales como sustrato, ya que presentan

una gran variedad de acidos grasos en su composicion. Un ejemplo es el aceite de canola,
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el cual esta constituido basicamente por siete acidos grasos en diferentes proporciones

como se muestra en la tabla 4.
Tabla 4

Composicion del aceite de canola

Acido graso % plp
Acido palmitico 52
Acido estearico 2.2
Acido araquinoico 0.56
Acido palmitoleico 0.2
Acido oleico 60.03
Acido linoleico 21.22
Acido linolénico 7.81

Aunque para efectos de la invencion, pueden ocuparse aceites vegetales que se
produzcan normalmente en grandes cantidades debido a su bajo costo de produccién, por
ejemplo aquellos destinados a consumo humano o animal, tales como aceite de girasol,
soya, maiz, olivo, cartamo, canola y mezclas de los mismos, se prefiere utilizar aceite de
canola debido a los rendimientos de PHAs que se obtienen con éste.

La presente invencion proporciona copolimeros de PHAs con unidades monoméricas de
cadena media producidos por microorganismos a muy bajo costo, y que pueden ser Utiles
en la industria debido a las caracteristicas fisicas que exhiben. Los PHAs de la presente
invencion contienen unidades monomeéricas con mas de cinco carbonos que los obtenidos
previamente mediante microorganismos utilizando aceites vegetales como fuentes de
carbono o bien con otras fuentes de carbono.

Debido a que los PHAs de la presente invencién exhiben temperaturas de fusion de 130 a
150°C, los hace mas convenientes que los PHAs conocidos hasta €l momento para
procesos industriales donde la temperatura de fusiéon es un factor importante, como por
ejemplo en procesos de moldeado a temperaturas medias.

La presente invencion proporciona metodos para producir PHAs de cadena media, que
comprenden cultivar un microorganismo capaz de producir PHAs bajo condiciones tales
que estos puedan acumularse, por ejemplo mediante limitacién de algun nutriente en el
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medio de cultivo, por ejemplo, nitrégeno, oxigeno o una fuente de fésforo, requeridos para

el crecimiento del microorganismo pero no para la acumulacion de los PHAs. Durante la
fase de acumulacion de PHAs, se suministra aceite vegetal en presencia 0 ausencia de
sacaridos, con lo cual los PHAs se acumulan dentro del microorganismo y posteriormente
son recuperados. El proceso de la invencion también cdmprende una fase previa a la
produccion de PHAs que permite incrementar la cantidad de biomasa producida, con lo
cual es posible incrementar los rendimientos de obtencion de PHAs de cadena media, los
cuales alcanzan al menos 90% de PHAs del peso seco de la biomasa obtenida de la
fermentacion.

Para la obtencion de los PHAs descritos aqui, es posible utilizar microorganismos nativos
o transformados genéticamente para producirlos, lo gue permite eliminar la necesidad de
utilizar cepas transformadas genéticamente para este proposito y reducir los costos de
produccion.

Conforme al método de la presente invencion, cuando el microorganismo es cultivado en
un proceso de fermentacion de tres fases (cultivo por lote, cultivo en lote alimentado y
produccion de PHAs) en presencia de aceite vegetal en la fase de produccion de PHAs, el
microorganismo produce y acumula un polimero que comprende las unidades
monomeéricas PHB, PHV, PHO y PHDD. En este mismo sentido, cuando en la fase de
produccion de PHAs existe aceite vegetal como uUnica fuente de carbono, se produce el
polimero mencionado pero conteniendo un 5% de unidades monoméricas de cadena
media, es decir PHO y PHDD; mientras que cuando existe aceite vegetal y un sacarido
como fuentes de carbono en la fase de produccién de PHAs, se produce el polimero
mencionado pero conteniendo un 10% de unidades monoméricas de cadena media, es
decir PHO y PHDD.

Como se puede observar, cambiando la fuente de carbono para producir PHAs en los
métodos de la invencidn, es posible adicionar un mayor porcentaje de unidades
monomeéricas de cadena media a los PHAs obtenidos, con Io cual se producen polimeros
con diferentes propiedades, por ejemplo, con diferentes puntos de fusion. Asi mismo, el
uso de aceite vegetal como fuente de carbono para producir PHAs en los metodos de la
invencion, permite obtener dichos biopolimeros a un costo considerablemente mas bajo.
Los microorganismos que pueden utilizarse en el método de la invencién pueden ser

aquellos capaces de producir PHAs de cadena corta, los cuales se seleccionan del grupo
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que comprende los géneros Wautersia, Kiebsiella, Zoogloea, Bacillus, Aeromona,

Azotobacter, Clostridum, Nocardia, Halobacterium, Burkholderia, Sphaerotilus y
Pseudomonas, aunque se prefiere utilizar Wautersia.

Los nutrientes esenciales requeridos para el crecimiento del microorganismo comprenden
elementos que estan normalmente presentes en el medio de cultivo en forma facilmente
asimilable, tales como nitrogeno, fésforo, azufre, potasio, sodio, magnesio, calcio y fierro,
junto con trazas de manganeso, zinc y cobre. Mientras que puede ser posible inducir la
acumulacién de los PHAs de cadena media restringiendo la fuente de oxigeno al
microorganismo, se prefiere restringir la fuente de uno 0 mas de los nutrientes esenciales,
como por ejemplo nitrégeno 6 fdsforo.

Como fuentes de nutrientes a ser administradas al medio de cultivo, pueden utilizarse
sacaridos como fuente de carbono, los cuales se seleccionan del grupo que comprende
arabinosa, glucosa, manosa, fructosa, galactosa, sorbitol, manitol e inositol, aunque es
mas preferible utilizar fructosa, mientras que pueden utilizarse como fuentes de nitrdgeno
compuestos seleccionados del grupo que comprende amoniaco, sales de amonio como
por ejemplo sulfato de amonio, nitratos y/o nitrégeno organico contenidos en compuestos
tales como urea, caseina, peptona, extracto de levadura y extracto de carne.

La fuente de carbono se puede utilizar en una cantidad que pueda generar los PHAs de
cadena media de la invencion y que no inhiba el crecimiento del microorganismo,
utilizandose generalmente una concentracion de 2 a 18 g/L, preferiblemente de 8 a 12 g/L
en el medio de cultivo. En el caso de la fuente de nitrégeno, ésta puede utilizarse en una
concentracion de 1 a 20 g/L, preferiblemente de 1 a 2 g/L en el medio de cultivo.

Para efectos de la presente invencion, la temperatura de cultivo puede oscilar entre 27 a
32 °C, preferentemente 31°C, mientras que el pH puede oscilar entre 6.5 a 8,
preferentemente entre 6.7 a 7.5.

La recuperacion de los PHAs de la presente invenciéon puede lograrse por cualquier
método conveniente conocido hasta el momento. De forma general las celulas que
contienen PHAs pueden ser separadas del liquido de fermentacion por centrifugacion,
rotas posteriormente y extraidos los PHAs con un solvente orgénico, preferentemente
cloroformo. Sin embargo, en ambientes donde un solvente organico es inadecuado para

usarse, métodos para eliminar los componentes de la célula mediante tratamiento con
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tensoactivos como SDS, enzimas como lisozima, y agentes quimicos como EDTA,

hipoclorito de sodio, amoniaco y similares pueden ser utilizados.

Cualesquiera medios de cultivo y métodos de cultivo conocidos hasta el momento pueden
utilizarse para proveer los nutrientes necesarios a los microorganismos para permitir su
crecimiento y produccion de los PHAs de la invencién. En una modalidad de la invencion,
se proporcionan métodos para cultivar tales microorganismos en medios que no se limitan
a nutrientes esenciales, es decir nutrientes que estan presentes en una concentracion tal
que permitan la multiplicacién del microorganismo productor de PHAs.

Con la finalidad de producir PHAs con mejores propiedades térmicas y mecanicas, el
método de la presente invencion plantea su produccion mediante dos estrategias que

comprenden fermentaciones en tres fases.

l. Produccién de PHAs de cadena media con aceite vegetal como Gnica fuente de

carbono.

Primera fase. Cultivo en lote.

Se obtiene un crecimiento celular y adaptacion al cultivo del microorganismo productor de
PHAs, lo cual se realiza mediante una fermentacion por lote. En esta fase se hacq crecer
al microorganismo en presencia de un sacarido como unica fuente de' carbono a una
concentracion de 10 g/L, asi como en presencia de una fuente de nitroégeno, en una
concentracion de 0.45 g/L. En esta fase la fermentacion continia hasta lograr que el
sacarido presente en el medio se consuma en al menos el 80% de su concentracion

inicial.

Seqgunda fase. Cultivo en lote alimentado.

Se produce una mayor densidad celular del microorganismo adicionando sustratos de
manera controlada al medio de fermentacién (lote alimentado), con lo cual se logra una
mayor produccion de biomasa total durante la fermentacion. En esta fase, después de
consumirse el sacarido conforme a la primera fase, se adiciona el mismo sacarido como
fuente de carbono al medio de fermentacién de tal manera que su concentracion minima
sea de al menos 2 g/L de forma constante y hasta obtener un incremento en la biomasa
total de al menos 130% con respecto de la biomasa total obtenida en la primera fase. Asi
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mismo, se adiciona al inicio de ésta fase una concentracion maxima de 0.25 g/L de la

fuente de nitrogeno, esto con la finalidad de reponer el nitrégeno consumido durante la
primera fase.

Durante esta fase, la biomasa crece exponencialmente (ver figura 2), deteniéndose su
crecimiento cuando la fuente de nitrogeno deja de administrarse; asi mismo el sacarido se
consume, por lo que el microorganismo en esta fase no utiliza el sacarido para la

produccién de PHAs.

Tercera fase. Produccion de PHAs.

Se producen los PHAs de cadena media adicionando aceite vegetal como (nica fuente de
carbono al medio de fermentacion. Durante esta fase, la concentracién de la fuente de
nitrégeno se mantiene baja (al menos 0.1 g/L), por lo que el microorganismo se encuentra
con limitaciones de nitrégeno, garantizando con ello la produccion de PHAs con la tnica
fuente de carbono que existe en el medio (aceite vegetal). Después de que el aceite
vegetal se adiciona al medio a una concentracion de 50 a 60 g/L, se logra una
acumulacion aproximada del 90% en peso seco de PHAs de cadena media, por lo que el
aceite vegetal resulta ser una excelente fuente de carbono para la produccion de PHAs de
cadena media.

Terminada la fermentacion, los PHAs son obtenidos de las células microbianas mediante
los métodos de extraccion mencionados anteriormente.

Los PHAs que se obtienen con éste método, incorporan en su estructura un 5% de
monémeros de cadena media.

Las fermentaciones en lote alimentado son comunmente utilizadas para alcanzar una
elevada densidad celular, también para evitar la inhibicién por sustrato o la induccion de
alguin tipo de limitacion para tener una alta productividad del producto final en el cultivo. El
utilizar un sistema de produccién de lote alimentado contribuye a aumentar la densidad
celular y disminuir los problemas de inhibicion que pueden causar los diferentes sustratos.
Como se ha mencionado antes, la composicion, estructura y longitud de los PHAS de
cadena media esta relacionada con la fuente de carbono utilizada. Por ello, en la presente
invencion es conveniente utilizar preferentemente fructosa en la fase de producciéon de
biomasa en lote alimentado (fase dos) y aceite de canola preferentemente como fuente de
carbono en la fase de produccién de PHAs.
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Il. Produccion de PHAs de cadena media con aceite vegetal y sacarido como fuentes

de carbono.

Primera fase. Cultivo en lote.

Al igual que para el método anteriormente mencionado, en esta fase se permite el
crecimiento y adaptacion del microorganismo productor de PHAs en presencia de sacarido
como fuente de carbono y una fuente de nitrégeno durante el tiempo necesario para que €l

microorganismo consuma dichas fuentes en el menos el 80% de su concentracion inicial.

Sequnda fase. Cultivo en lote alimentado.

A diferencia de la segunda fase ‘del método anterior, se administra paulatinamente
sacarido al medio dé fermentacién hasta alcanzar una concentracion final de 30 a 40 g/L y
la fuente de nitrogeno hasta alcanzar una concentracion final de 0.2 g/L (lote-alimentado),
con lo cual la biomasa total generada en esta fase se incrementa en al menos 400% con
respecto de la biomasa obtenida en la primera fase. Como puede observarse, durante esta
fase las fuentes de carbono y nitrégeno adicionadas son utilizadas dnicamente para la

generacion de biomasa total.

Tercera fase. Produccion de PHAs.

A diferencia de la tercera fase del método anterior, al comienzo de ésta fase la
concentracion minima de sacérido es de 30 a 40 g/L, con lo cual existe previamente una
fuente de carbono en el medio de cultivo. Para la produccion de PHAs, se adiciona al
medio aceite vegetal como fuente adicional de carbono a una concentracién de 40 a 50
g/L y la fuente de nitrégeno a una concentraciéon minima de 0.4 g/L, siendo esta ultima
mantenida por encima de la concentracién indicada durante esta fase. Como puede
observarse, en esta fase los PHAs se producen en presencia de dos fuentes de carbono
(sacarido y aceite vegetal) y de una concentracion incrementada de fuente de nitrégeno,
por lo que en esta fase no existe limitacion de oxigenc y nitrégeno en el medio. Al final de
esta fase, los PHAs obtenidos representan el 90% del peso seco obtenido de la
fermentacion, siendo estos de cadena media.

Terminada la fermentacion, los PHAs son obtenidos de las células microbianas mediante

los métodos de extraccion mencionados anteriormente.



10

15

20

25

30

17
En este caso, es conveniente utilizar preferentemente fructosa en la fase de produccion de

biomasa en lote alimentado (fase dos) y aceite de canola preferentemente como fuente de
carbono en la fase de produccion de PHAs.

Los PHAs que se obtienen con éste método, incorporan en su estructura un 10% de
monodmeros de cadena media.

Durante todas las fases de los métodos anteriores, las fuentes de carbono y nitrogeno se
suministran mediante flujos continuos de aproximadamente 0.7 a 0.9 L/h. Asi mismo la
relacion molar carbono/nitrégeno (C/N) en el medio de fermentacion se mantiene a una
CIN = 14 durante la primera fase, mientras que en la tercera fase se mantiene a una C/N =
120.

De acuerdo a los métodos de la presente invencion, es posible incrementar los
rendimientos de PHAs de cadena media (peso seco) usando una estrategia de
fermentacion en tres fases (lote, lote-alimentado y produccion de PHAs).

Con los métodos de la presente invencidn realizados a nivel bioreactor utilizando aceite
vegetal como fuente de carbono en presencia y ausencia de fructosa, se alcanza hasta un
90% en peso seco de PHAs, lo que permite altos rendimientos de PHAs de cadena media
a bajos costos de produccion y en tiempos razonables.

Mediante el método de la invencion es posible producir PHAs de cadena media que
incorporan en su estructura de 5 a 10% de monémeros de cadena media, preferiblemente
con 6 a 12 carbonos en su unidad monomérica. Asi mismo mediante el método de la
invencion, pueden obtenerse PHAs formados por diversos mondmeros, preferentemente
por monémeros con 4 a 12 carbonos en su unidad monomérica, y mas preferentemente
por mondmeros seleccionados del grupo que comprende PHB, PHV, PHO y PHDD. Los
monomeros mencionados, se encuentran formando los PHAs de la presente invencion en
diversas proporciones, particularmente los monémeros de cadena media (PHO y PHDD)
se encuentran en un 5 a 10%, mientras los monémeros de cadena corta (PHB y PHV)
conforman el porcentaje restante.

Los PHAs de la invencion son polimeros formados por diversas unidades monomeéricas y
que tienen la estructura de la formula 1, donde R es igual a un grupo alquilo de 1 a 9
carbonos, donde preferentemente estan conformados por unidades monoméricas donde R
es igual a metilo, etilo, pentilo y nonilo.
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Asi mismo, los PHAs de la invencion contienen unidades monoméricas repetidas de

formula 2 que comprenden de 5 a 10% de unidades monoméricas donde R es un grupo
alquilo de 3 a 9 carbonos y de 90 a 95% de unidades monoméricas donde R es un grupo

alquilo de 1 a 2 carbonos.

O\ /C Hz\ /

: CH
Formula 2 ‘
R

O——— O

Esto significa que en la estructura de los PHAs de la présente invencion, existen de 5 a
10% de unidades monoméricas de cadena media, donde preferentemente estan
conformadas por unidades monomeéricas donde R es igual a pentilo y nonilo, es decir, por
3-hidroxioctancato y 3-hidroxidodecanoato; mientras que el porcentaje restante esta
conformado por unidades monoméricas de cadena corta, donde preferentemente estan
conformadas por unidades monoméricas donde R es igual a metilo y etilo, es decir, por 3-
hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato.

Como puede observarse, los métodos de la invencion permiten obtener PHAs de cadena
media de mayor calidad y mejores caracteristicas fisico-quimicas, permitiendo insertar en
la estructura polimérica de los PHAs obtenidos, porcentajes del 5 al 10% de unidades
monoméricas de 6 a 12 carbonos.

Como una manera de ilustrar la presente invencion se muestran los siguientes ejemplos

sin el propasito de limitar su alcance.

Ejemplo 1. Produccion de PHAs utilizando aceites vegetales como sustratos.

Un sistema por lote a nivel matraz fue utilizado para el sondeo en la produccion de PHAs,
usando fructosa como fuente de carbono para el crecimiento bacteriano y posterior adicion
de diversos aceites vegetales al medio de cultivo.

Se preparé un inoculo de Wautersia eutropha ATCC 17699 en un matraz Erlenmeyer de
200 mL con 100 mL de medio Luria-Bertani (LB) liquido, manteniéndose en agitacién a
200 rpm y 30°C. Dicho inéculo fue posteriormente adicionado a matraces de 250 mL con
un volumen de medio de produccion de 50 mL. El medio de produccion contenia por litro:
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10 g de fructosa, 1.57 g de NH;SOs, 5.66 g de NH:HPO4.12H,0, 1.5 g de KH.PO4, 0.2 g

de MgS0,4.7H;0, 10 mg de CaCl,.2H,0, 20 mg de FeS04.7H;0, 1mL de solucion de
microelementos (0.3 g de HaBO3, 0.2 g de CoCl,.6H.0, 0.1 g de ZnS04.7H,0, 30 mg de
MnCl,.4H,0, 30 mg de Na;M004.2H,0, 20 mg de NiCl,.6H,0 y 10 mg de CuSO,.5H;0, en
una solucién de HCI 0.1 N); medio LB fue utilizado para inocular el medio de produccion a
un 10% v/v. Los matraces fueron colocados en agitacién a 200 rpm y a una temperatura
de 30°C. Durante el proceso de fermentacion (30 h), se tomé una muestra del cultivo cada
2 h, adicionandose a cada matraz 0.250 mL de aceite a las 15 h del proceso de
fermentacion.

La concentracién de la biomasa residual (Xr) y de PHAs antes de la adicion del aceite de
prueba fue de 4.9 y 1.4 g/L respectivamente, mientras que la concentracion resultante al

final del proceso de fermentacion se muestra en la tabla 5.

Tabla 5
Comparacién de biomasa residual y PHAs obtenidos utilizando diferentes aceites
vegetales
Aceite | Xr(g/L) | PHA(g/L) | PHA/Xr
Canola 3 11.1 3.7
Soya 41 6.1 - 1.4
Olivo 3.4 6.1 1.79
Maiz 3.8 54 1.42
Cartamo 3.66 4 1.09
Girasol | 3.5 32 0.91

Como puede observarse de la tabla 5, la concentracién de PHAs fue aproximadamente 2
veces mayor cuando la fuente oleosa fue aceite de canola (11 g/L) en comparacion con la
produccion obtenida de PHAs con aceite de soya, olivo 0 maiz (5-6 g/L), mientras que fue
3 vebes mayor en comparacion con la concentracion de PHAs producidos con aceite de
cartamo o girasol (3-4 g/L). Ademas se observd que la biomasa residual medible (Xr,
fraccion de biomasa que esta metabélicamente activa) vari6 de 3 a 4 g/L, dependiendo de
la fuente de carbono utilizada.
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Como se observa en la figura 1, cuando se adiciona aceite para la produccion de PHAs,

éste es efectivamente consumido para la produccion de dichos biopolimeros.

Ejemplo 2. Produccion de PHAs a nivel bioreactor utilizando aceite de canola como
sustrato.

Derivado de los resultados obtenidos en el ejemplo 1, se selecciond el aceite de canola
para obtener PHAs a nivel bioreactor empleando dos estrategias de produccion diferentes.
Por una parte, utilizando aceite de canola como Unica fuente de carbono y por la otra
aceite de canola y fructosa como fuentes de carbono.

En cualquiera de las dos estrategias, la produccién de PHAs se realiz6 en un bioreactor de
6 L BIOFLO 3000 (New Brunswick Scientific), creciendo la bacteria previamente en medio
LB para inocular el reactor al 10% v/v. El medio utilizado para la produccion fue el mismo
que se utilizo en el ejemplo 1.

Para todas las fermentaciones la temperatura se controlé a 30°C y el pH a 7 usando
soluciones de HisPO,4 0.47 M y de NaOH 2 M con un flujo de aire de 5 L/min. La toma de
muestra fue realizada cada 2 h.

Las fermentaciones se realizaron en tres fases: _

Fase 1: Produccion de biomasa en cultivo por lote, a una C/N = 14, con un volumen de 3L.
Fase 2: Produccion de biomasa en lote alimentado con solucion de fructosa concentrada,
y

Fase 3. Produccion de PHAs alimentando aceite vegetal (previamente seleccionado a

nivel matraz), como fuente de carbono, en limitacion de nitrégeno, a una C/N de 120.

Produccion de PHAs con aceite de canola como unica fuente de carbono.

Wautersia eutropha fue cultivada en fermentador utilizando un sistema de produccion en
tres fases. La primera fase fue una fermentacion en lote para crecer y adaptar a la
bacteria, la segunda fase fue un lote alimentado en el que se logra una mayor produccion
de biomasa total y en la tercera fase se adicioné el aceite vegetal al medio para producir
PHAs.

Para la produccion bajo estas condiciones, se utilizé una solucién de fructosa y sulfato de
amonio que se alimentaron al fermentador a concentraciones de 30 g/L y 9.37 g/L
respectivamente, con un flujo de 0.9 L/h a una velocidad de agitacion de 300 rpm. No hubo
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control sobre el oxigeno disuelto en el medio. Una vez que la fructosa en el medio fue

consumida, se adiciono el aceite para la produccién de PHAs.

En la figura 2 se puede observar la cinética de produccion de biomasa total (X), biomasa
residual (Xr) y polihidroxialcanoatos (PHAs). La fase de produccion por lote se inicia con
un volumen de 3 L y una cohcentracién de 10 g/L de fructosa, observandose una fase lag
de 5 h. La concentracién de biomasa total alcanzada en esta primera fase fue de 3 g/L a
las 18 h de fermentacidn, consumiendo 8 de los 10 g/L disponibles de fructosa al inicio del
proceso, de manera que se obtiene un rendimiento Yx/s = 0.42 gx/gs y una velocidad de
consumo promedio de 0.4 g/h.

En la segunda etapa fue alimentada fructosa a una concentracion de 30 g/L y un flujo de
0.9 L/h por 2 h-a partir de las 18.5 h de fermentacion. Durante esta fase se alcanzaron
concentraciones de biomasa total y biomasa residual de 7 y 5.15 g/L respectivamente con
una velocidad de consumo de 3.01 g/h, lo que indicd que el sustrato alimentado fue
utilizado para produccion de biomasa residual donde el rendimiento alcanzado durante la
alimentacion fue de 0.35 gx/gs. Al final de la alimentacion, se comprobd que la fructosa
alimentada en el medio habia sido consumida (ver figura 3), antes de adicionar el aceite
de canola, con el fin de comenzar la tercer fase.

La fructosa fue consumida a partir de las 5 h de fermentacion hasta llegar a una
concentracion de 2 g/L, concentraciéon que se mantuvo durante el lote alimentado. Al
terminar la alimentacion de fructosa el reactor se operé en lote, por lo que la fructosa
residual fue consumida (ver figura 3), con lo cual se garantizé que W. eutropha no utilizo
fructosa para producir los PHAs en la tercera fase.

La concentracion de amonio fue determinada durante las tres fases de la fermentacion. En
la figura 4 se puede observar que el amonio es consumido rapidamente, siendo la
concentracion inicial de amonio de 0.423 g/L y al final de la primera fase de 0.03 g/L,
teniendo una velocidad de consumo promedio de 0.12 g/h. Al iniciar la fase de produccion
se alimento sulfato de amonio al mismo tiempo que la fuente de carbono (9.54 g/L de
sulfato de amonio) a un flujo de 0.9 L/h, para llegar a una concentracion de 0.25 g/L. En la
figura 2 se puede observar que durante la segunda fase la biomasa crecid
exponencialmente, y al detenerse la alimentacion el crecimiento ceso.

Durante la fase de produccion la concentracion de amonio se mantuvo entre 0.15 y 0.1
g/L. Yan' reporta que W. eutropha se mantiene suficientemente activa para producir
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PHAs a una concentracion de 100 mg/L de amonio. Lo que indica que la bacteria se

encontro con limitaciones de nitrégeno para seguir con un metabolismo de crecimiento,
pero tenia las condiciones dptimas para producir PHAs con la Unica fuente de carbono
presente.

La estimacion del consumo de aceites se muestra en la figura 5. Como puede observarse
se consumié el 15% de los 74 g/L de aceite adicionado, para un rendimiento
YQCrHa/GCsustrate = 0-68 GCpHAGCsustate, UNA Velocidad de consumo de 0.72 g/Lh y una
productividad de 0.45 g/Lh.

Los resultados indican que el aceite vegetal utilizando es una excelente fuente de

carbono para la biosintesis de PHAs, ya que se logra una acumulacion aproximada de
90% en peso seco de PHAs, mayor que lo reportado hasta el momento y 10% mas del
porcentaje reportado por Fukui'® al utilizar aceite de oliva.

Los reportes en la literatura no son comparables con la presente invencion ya que no se

han realizado fermentaciones utilizando un sistema en tres fases como el propuesto aqui.

Produccion de PHAS con aceite de canola y fructosa como fuentes de carbono.

En este caso, se utilizo una solucién de fructosa y sulfato de amonio que se alimentaron al
fermentador a concentraciones de 120 g/L y 34.6 g/L respectivamente, con un flujo de
0.225 Lh" y una velocidad de agitacion que varié de 300 — 800 rpm fijando un nivel
minimo de OD en 40 %. Se adicion6 el aceite cuando aun existia fructosa en el medio.

La produccion de PHAs con aceite de canola y fructosa, como en el caso de la produccion
con aceite de canola, dio un porcentaje de PHAs en peso seco del 90 %.

Como puede observarse en la figura 6, las cinéticas muestran que la fase de adaptacion
fue de 5 h y la concentracion de biomasa alcanzada en la primera fase fue de 3 g/L, igual
a la fermentacién con solo aceite de canola. Sin embargo esta concentracion maxima fue
alcanzada en un tiempo menor (14 h). El rendimiento obtenido en esta primera fase fue de
0.4 g«/gs con una velocidad de consumo de 0.09 g/Lh.

La segunda fase se inici6 cuando la concentracion de fructosa en el medio era de 2.4 g/L.
Se aliment6 un flujo de 0.225 L/h a una concentracion de 117 g/L de fructosa. Al final de
esta fase se alcanzaron concentraciones de biomasa total y biomasa residual de 11.55 y
4.4 g/L respectivamente, con una velocidad de consumo de 0.31 g/Lh. Esto indico que el
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sustrato suministrado fue utilizado para produccion de biomasa residual ya que el

rendimiento alcanzado durante la alimentacion fue de 0.9 g«/gs.

El perfil de concentracion de fructosa resultante en esta fermentacion se puede observar
en la figura 7.

Con el objetivo de conocer el efecto de producir PHAs en presencia de dos fuentes de
carbono a la vez, se adiciond 74 g/lL de aceite de canola cuando la concentracion de
fructosa en el medio era aln elevada, de forma que la relacion C/N se aumentd a 180
provocando un exceso en la fuente de carbono y una concentracion baja de nitrogeno.
Como puede observarse en la figura 7, después de la adicion del aceite hubo consumo
simultaneo de fructosa y aceite, indicando que ambas fuentes de carbono se utilizaron
para producir PHAs. El rendimiento de carbono en esta etapa de la fermentacion fue
YgCh/gCs = 0.3 e, |

La estimacién del porcentaje de aceite consumido en esta fermentacién fue del 40% (ver
figura 8), siendo mayor que en la fermentacién en la que se utiliz Gnicamente aceite de
canola como fuente de carbono.

Este alto consumo de aceite podria explicarse por el oxigeno disuelto disponible en el
medio ya que fue controlado con la velocidad de agitacion para mantener un minimo de
40%. Por lo tanto, en esta fermentacion el O, no fue limitante para la produccion de PHAs.
La concentracion de amonio fue determinada durante las tres fases de la fermentacion. En
la figura 9 se puede observar que el amonio es.consumido rapidamente durante la primera
fase, siendo la concentracion inicial de amonio de 0.43 g/L y al final de esta fase de 0.074
g/L, teniendo una velocidad promedio de consumo mayor a la alcanzada en la
fermentacion con solo aceite de canola (0.05 g/h). La velocidad de consumo fue mayor
debido a que la concentracién de OD en el reactor fue controlada por arriba del 40%,
eliminando la fimitacion de oxigeno disuelto durante el cultivo. Durante la segunda fase se
adicion¢ al reactor sulfato de amonio a un flujo de 0.225 L/h, y a una concentracion de 0.2
g/l. En la tercera fase se continué adicionando al reactor sulfato de amonio,
manteniéndose una concentracion por arriba de 0.4 g/L de forma que en esta fase el
estrés para la sintesis de PHAs por W. eutropha no fue causado por una limitacion de
nitrégeno o de oxigeno en el medio de cultivo.

El estrés que provoca la sintesis de PHAs es causado por la falta de fosfatos, lo anterior

debido a que durante el cultivo se utiliza fosfato de potasio para regular el pH del medio,
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sin embargo éste no fue agregado posteriormente al medio, {o que indica que W eutropha

solamente utilizo el fosfato inicial, consumiéndolo hasta llegar a una limitacion por fosfatos.
Las principales diferencias encontradas en los PHAs producidos con las dos estrategias
de fermentacion se reflejan en la caracterizacion termoquimica de los biopolimeros

obtenidos (ver ejemplo 3).

Ejemplo 3. Caracterizacion de los PHAs obtenidos con el método de la invencion.

Los resultados mostrados en los ejemplos anteriores, indicaron que Wautersia eutropha es
capaz de utilizar aceites vegetales como fuente de carbono para producir PHAs. Debido a
que se ha reportado que la estructura de los esqueletos de carbono de los acidos
hidroxialcanoicos que se incorporan en el PHAs durante la fermentacion esta relacionada
con los sustratos que se utilizan como precursores durante la sintesis de PHAs, la
composicion y caracteristicas térmicas de los PHAs obtenidos mediante el método de la

invencion fueron determinadas por diferentes tecnicas.

Extraccién vy purificacion de PHAs obtenidos.

Para extraer los PHAs obtenidos mediante el método de la presente invencion, las células
previamente secas de Wautersia eutropha, fueron sometidas a ebullicion en cloroformo
durante 10 min. Al término del calentamiento las células fueron filtradas para remover la
biomasa del PHA, disuelto en cloroformo. Este ultimo paso fue repetido dos veces mas.
Posteriormente se precipitd el PHA con hexano frio, se filtr6 y se elimin6 el solvente

residual por evaporacion.

Resonancia Magnética Nuclear (RMN).

Los PHAs purificados y obtenidos mediante el método de la invencion fueron analizados
por RMN para elucidar la estructura del biopolimero mediante la resonancia de los
carbonos y protones presentes en la estructura de las unidades monomeéricas de los PHAs
obtenidos.

La identificacion de las unidades monoméricas presentes en los PHAs producidos se
obtuvo analizando los espectros de "°C y 'H, utilizando el biopolimero bacteriano poli(p-
hidroxibutirato) (PHB de Goodfellow Cambrige Limited) como punto de comparacion.
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La RMN se realiz6 mediante un equipo Broker (DM X 500 MHz) empleando cloroformo

deuterado como disolvente, obteniéndose espectros a 500 y 125 MHz de °C y 'H,
respectivamente. Los espectros correspondientes a 'H fueron analizados con el programa
Spinwoks version 2.5.5.

Como se observa en la figura 10, los espectros de *C y 'H del PHB puro mostraron las

1820 mientras que las sefales

sefales esperadas de acuerdo a lo reportado en [a literatura
de la cadena primaria del PHA producido mediante el método de la invencion (ver figura
11) corresponden a las estructuras esperadas, coincidiendo con las estructuras
reportadas”.

En la figura 11 se pueden observar los desplazamientos quimicos dentro de los intervalos
antes mencionados correspondientes a los carbonos de la cadena principal del PHA
producido. También se observan sefiales correspondientes a carbonos de la cadena
lateral, indicando la presencia de cuatro unidades monoméricas diferentes en el polimero
sintetizado. Matsusaki >' reporta la resonancia de un grupo metilo con un desplazamiento
quimico a 14 ppm correspondiente a un metilo terminal del hidroxioctanoato (C8) e
hidroxidodecanoato (C12). También reportan a los metilenos del hidroxioctanoato e
hidroxidodecanoato con un desplazamiento quimico entre 22.66 - 34 ppm. Estos
desplazamientos coinciden con los obtenidos en el espectro de BC de los PHAs
sintetizados con el método de la invencion, ya sea utilizando solo aceite de canola o
utilizando aceite de canola y fructosa; ademds de presentarse las sefales que
corresponden a hidroxialcanoatos de cadena corta coma son PHB y polihidroxivalerato
(C4 y C5, respectivamente).

El espectro de 'H (figura 12) de los PHAs producidos por el método de la invencion
muestran los desplazamientos quimicos esperados en un intervalo de 2.45 - 2.6 ppm, que
corresponden a los protones de metilenos de la cadena principal. El desplazamiento
quimico a 0.87 ppm indico la presencia de protones de metilos terminales de cadena
media, sefial que se ha reportado como un grupo metilo un'ido a una cadena de 4
metilenos para el caso de hidroxioctanoato y 8 metilenos para hidroxidodecanoato.
Ademés. se puede identificar un desplazamiento quimico a 0.97 ppm que se identifica
como un grupo metilo correspondiente a un CHs de una cadena monomerica de PHV

(polihidroxivalerato)??%.
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Los espectros correspondientes a 'H analizados con el programa Spinwoks, permitieron

determinar el numero de protones a las que se integra cada sefial para asi obtener el
porcentaje relativo de las unidades de cadena media con respecto a PHB, demostréndo
que el porcentaje de unidades monoméricas de cadena media en el polimero obtenido
utilizando aceite de canola y fructosa como fuentes de carbono mediante el método de la
invencion fue de 10%, mientras que para el polimero obtenido utilizando aceite de canola
como Unica fuente de carbono solamente tuvo un 5% de unidades monoméricas de
cadena media. Debido a esto, el contenido de PHA de cadena media es mayor para el
polimero sintetizado con aceite de canola y fructosa que el obtenido Unicamente con
aceite de canola.

Por otra parte el desplazamiento quimico para el PHB es la sefial obtenida a 1.29 ppm
como reportaron Gao®* y Fukui'®. Los datos tedricos y experimentales de los
desplazamientos quimicos de los espectros de "*C y 'H de los PHAs sintetizados con el
método de la invencion utilizando solo aceite de canola y, aceite de canola y fructosa se
resumen en la tabla 6.

Por lo anterior es posible afirmar que los PHAs obtenidos mediante el metodo de la
invencién es un polimero formado por hidroxibutirato (HB), hidroxivalerato (HV),
hidroxioctanoato (HO) e hidroxidodecanoato (HDD).

Espectroscopia de infrarrojo (FT-IR)

Los estudios de FT-IR se realizaron con un equipo Perkin Elmer (mod 1600) en una
ventana de exploracion de 400 a 4,000 cm™. Para la obtencion de los espectros se
realizaron 32 barridos por muestra, mientras que para su normalizacién se usé aire como
referencia.

Los espectros FT-IR del PHB y de los PHAs obtenidos por el método de la invencion en
presencia de aceite de canola muestran las sefiales esperadas (ver figura 13) de acuerdo
a lo reportado en la literatura, las cuales estan asociadas a los grupos funcionales
presentes en la estructura de los materiales. Esto implica que los espectros obtenidos
muestran una superposicién de las bandas vibracionales de los PHAs obtenidos y del
PHB. Las principales bandas fueron observadas en el intervalo comprendido entre 4,000 a
650 cm™ y se muestran en la tabla 7.
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Tabla 6

de aceite de canola y aceite de canola-fructosa

5 (ppm) & (ppm)
'H 5 (ppm) desplazamiento ® desplazamiento
. (ppm) B
tedrico . tedrico
CHs  sHo 0.87 0.89 (10,12)CH; pp 22.68 20-24
2400 0.87
3-PB 1.29 1.28 (10,12)CH; pp 14.12 13-15
3HY 0.97 0.9
(O)CH; oo 2959 28-29
CH sno 5.25 5.25
3PB 5.33 53 (8)CH; oo 31.8 29
3HV 5.33 53 wo 14.12. 13.5-14
CH; sno 247, 261 2.48-2.62 (7CH; o 29.59 29
’ pg 247, 2.61 2.49-2.62 Ho 22.66 22.3-22.7
awv 247,261 2.49-2.62
(6)CH,  woo 29.59 29
wo 31.8 31
(55CH;  woo  27.2 29-31
o 24.91 2225
(4)CHy  yop 34.32 34-345
HO 34 34-34.5
w o 31.8 30-38
BCH w769 65.5-71
mo 675 65.5-71
pg 675 65.5-71
w o 67.5 65.5-71
(2)CH2  wop 39.32 38-41
o 40.88 38-41
ws 40.88 38-41
nv  40.88 38-41
(1C=0 12400 169 169-169.5
sno 168 169-169.5
pg 169 169-169.5
w . 169 169-169.5
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Tabla 7

Principales sefiales de FT-IR obtenidas en los PHAs sintetizados a partir de aceite

de canola, comparadas con sefales reportadas para PHB como referencia

Grupo quimico | Perteneciente a | Absorbancia

CH,-CH; PHA 2935
-CHp- PHB 2935
-CHz -CH3 PHA 2874
-CH3 PHB, PHA 2978
-C=0 PHB, PHA 1739
0-C=0 PHB, PHA 1721

-C-0-C PHB, PHA 1300-1000

El espectro caracteristico de metilos y metilenos en los PHAs obtenidos y el PHB se puede
observar en la region 3600-2600, donde diversos autores han reportado que las senales
en las regiones 3015-2960, 2945-2925, y 2855-2875 cm! corresponden al estiramiento de
CHjs asimétricos, CH, antisimétricos y CH3 simétricos respectivamente?®.

En la figura 14 se observa el estiramiento simétrico de CH3 en la region de 2870 cm™, en
el que la intensidad de la banda esta relacionada con el desorden conformacional obtenido
en el proceso de cristalizacion®, lo que indica que los PHAs obtenidos mediante el método
de la presente invencion son menos cristalinos que el PHB.

La banda a 2935 cm™ corresponde al estiramiento de cadenas de CH, antisimétricos,
mostrando que en el PHA obtenido con aceite de canola y fructosa presenta una banda
mas intensa que el PHA obtenido con solo aceite de canola y el PHB, estos grupos
funcionales corresponden a las cadenas laterales de las unidades monoméricas. En el
caso del PHA obtenido a partir de aceite de canola, esta sefial indica una mayor cantidad
de grupos metil asimétricos, contenidos en las cadenas monoméricas del PHA. La banda

que corresponde a metilos asimétricos también es observada en el espectro a 2978 cm™”.

-Esta banda es mas intensa para el PHB, por lo que diferentes autores indican que esta

sefial se incrementa gradualmente con la presencia de estructuras cristalinas en el
material®®. Ademés, recientemente se ha reportado la presencia de estiramientos de CH;
asimétricos cerca de la region 3000 cm™ indicando la posible union de C-H---O es degcir,
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de puentes de hidrégeno“. Por esta razon el estiramiento en la region 2978 cm™ hace

suponer la presencia de CHj interactuando con C=0.

En la region de 1850 a 1600 cm™ aparece el estiramiento del grupo C=0O. Este ha sido
reportado con dos bandas dominantes, ya que la sefial a 1739 cm™ se ésocia a regiones
amorfas del PHA y la sefial mas definida a 1721 cm” el C=0 se asocia a grupos
cristalinos?®%: En la figura 15 se observan estas dos bandas, sin embargo la sefial a
1921cm™ en los PHA obtenidos con aceite de canola y fructosa es mas intensa que la de
los dos materiales restantes. El porcentaje de cristalinidad fue estimado en 30% para
ambos PHAs obtenidos y 58% para PHB.

Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Los estudios de DSC se realizaron en un calorimetro de barrido (Mettler Toledo DSC823).
Con el fin de borrar la historia térmica, las muestras (4 mg aprox.) fueron enfriadas a -20°C
para después ser calentadas a 180°C. Posteriormente se enfriaron rapidamente hasta -
20°C manteniéndose 5 minutos a esta temperatura, para después efectuar el analisis
térmico calentando lentamente hasta 180°C. La rampa de calentamientoc usada fue de 5°C
min™.

El porcentaje de cristalinidad se estimé a partir de las entalpias de fusion determinadas en
el calorimetro. Las entalpias de fusion fueron utilizadas en la ecuacion 1%, tomando como
base la entalpia de fusion del polimero 100% cristalino, suponiendo una entalpia de 146

J/g para PHB? .
Ecuacion 1 Xp = AHn, / Wp x AH®,,

donde:

Xp = cristalinidad del polimero (%)

AH,, = entalpia de fusion del polimero (J/g)

Wp = proporcion del polimero en caso que se trate de una mezcla polimérica

AH°m = entalpia de fusion del polimero 100% cristalino.

Los resultados de DSC muestran las sefiales que comprenden las temperaturas de fusion
de los PHAs obtenidos. Los termogramas obtenidos indicaron una temperatura de fusion
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(Tm) del PHB de 170°C con una AHq de 84.74 Jg” (ver figura 16), muy similar a lo

reportado en la literatura®'.

La temperatura de fusion (Tm) que presentan las muestras de los PHAs obtenidos con el
método de la invencidn a partir de aceite de canola y fructosa y solo aceite de canola,
fueron de 132°C y 150°C respectivamente con AHy, de 44.24 para ambos materiales. En la
tabla 8 y la figura 16, se puede observar que con la incorporacion de pequefios
porcentajes de unidades monoméricas de cadena media, la temperatura de fusion de los
PHAs es notablemente afectada.

Cuando los PHAs obtenidos segln el método de la invencién en presencia de aceite de
canola llegan a su temperatura de fusion, se pueden observar sefiales dobles, o que ha
sido relacionado con una recristalizacion®, es decir, la primera sefial corresponde a la
fusién del PHA y la segunda a una recristalizacion. En base a lo anterior es posible que
pequenos cristales de PHB queden dispersos durante el proceso de enfriamiento y
podrian ser sitios de nucleacién para los monémeros de cadena mas Iargé, de los cuales

estan formados los PHAs obtenidos segun la invencion.

Tabla 8
Comparacion de temperaturas de fusion y entalpias

Temperatura 1
Muestra i AHm (Jg) Referencia

de fusién °C
PHB 170 84.74 Presente invencion
PHB 173.2 91 Matsusaki'
PHA (acelte de canola) 134 4524 Presente invencion
PHA (aceite de canola, duplicado) 132 37.87 Presente invencion
PHA (zceite de canola y fructosa) 150 44 Presente invencion
PHA (aceite de canota y fructosa) 150 48 Presente invencion
PHA (6% 6C-12C) 136 39 Matsusaki®'
PHA (5% 6C) 125 47 Loo”
PHA (5% 6C) 155 38 Loo®™
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Conforme a lo anterior, la caracterizacion quimica demostré que la incorporacion de co-

monomeros en los PHAS obtenidos mediante el método de la invencion es dependiente

del tipo de sustrato utilizado. Al realizar la produccion de PHAs utilizando aceite de canola

como unica fuente de carbono se obtiene un 5% de unidades monoméricas de cadena

media incorporadas en los PHAs de la invencidn, mientras que al combinar dos fuentes

de carbono (fructosa y aceite de canola) se logra incorporar un 10% de unidades de

cadena media en los PHASs de la invencion.
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Reivindicaciones

1.

Un poli-3-hidroxialcanoato con unidades monoméricas repetidas de formula

o\ /CHZ\ -

C‘)H
R

caracterizado porque comprende 5 a 10% de unidades monoméricas donde R es un

QO—O

grupo alquilo de 3 a 9 carbonos y 90 a 95% de unidades monoméricas donde R es un
grupo alquilo de 1 a 2 carbonos. ,

El poli-3-hidroxialcanoato de la reivindicacion 1 caracterizado porque comprende 5 a
10% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de 5 a 9 carbonos y 90 a
95% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de 1 a 2 carbonos.

Ei poli-3-hidroxialcanoato de la reivindicacion 2 caracterizado porque comprende 5 a
10% de unidades monoméricas donde R es pentilo 6 nonilo y 90 a 95% de unidades
monoméricas donde R es metilo o etilo. .

El poli-3-hidroxialcanoato de la reivindicacion 3 caracterizado porque comprende 5 a
10% de unidades monoméricas de 3-hidroxioctanoato y 3-hidroxidodecanoato y 90 a
95% de unidades monomeéricas de 3-hidroxibutirato y 3-hidroxivalerato.

El poli-3-hidroxialcanoato de la reivindicacion 1 caracterizado porque tiene un punto
de fusion de 130 a 150°C.

Un método para la obtencién de poli-3-hidroxialcanoatos que comprenden en su

estructura unidades monomeéricas repetidas de formula

N N

n——O
O—O

donde R es un grupo alquilo de 3 a 9 carbonos, caracterizado porque comprende las

etapas de:
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13.

14.

15.
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a) Crecer en un medio de cultivo un microorganismo productor de poli-3-

hidroxialcanoatos en presencia de un sacarido y una fuente de nitrégeno hasta que
la concentracion inicial del sacarido se reduzca en al menos 80%,

b) Adicionar sacarido y una fuente de nitrogeno al medio de cultivo en
concentraciones tales que permitan un incremento en la biomasa total de al menos
130% con respecto de la biomasa total generada en la etapa a),

c) Adicionar aceite vegetal al medio de cultivo como fuente de carbono bajo limitacion
de nitrogeno o fasforo e incubar hasta obtener una acumulacion del 90% en peso
seco del poli-3-hidroxialcanoato, y

d) Recuperar el poli-3-hidroxialcanoato del medio de cultivo.

El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque el microorganismo productor de

poli-3-hidroxialcanoatos se selecciona del grupo que comprende Wautersia, Klebsiella,

Zoogloea, Bacillus, Aeromona, Azotobacter, Clostridum, Nocardia, Halobacterium,

Burkholderia, Sphaerotilus y Pseudomona.

El método de la reivindicacion 7, caracterizado porque el microorganismo productor de

poli-3-hidroxialcanoatos es Wautersia.

El método de la reivindicacion 6, caracterizado porque el sacarido se selecciona del

grupo que comprende arabinosa, glucosa, manosa, fructosa, galactosa, sorbitol,

manitol e inositol.

El método de la reivindicacién 9, caracterizado porque el sacarido es fructosa.

El método de la reivindicacion 9, caracterizado porque en la etapa a) el sacarido se

encuentra en una concentracion de 2 a 18 g/L.

El método de la reivindicacion 6, caracterizado porque la fuente de nitrdgeno se

selecciona del grupo que comprende amoniaco, sal de amonio, sulfato de amonio,

urea, caseina, peptona, extracto de levadura y extracto de carne.

El método de la reivindicacion 12, caracterizado porque la fuente de nitrbgeno es

sulfato de amonio.

El método de la reivindicacion 12, caracterizado porque en la etapa a) la fuente de

nitrégeno se encuentra en una concentraciéon de 1 a 20 g/L.

El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque en la etapa b) el sacarido se

adiciona a una concentracién final de 2 a 40 g/L y la fuente de nitrbgeno a una

concentracion final de 0.2 a 0.25 g/L.
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22.

23.

24.

25.

26.

36
El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque el aceite vegetal se selecciona

del grupo que comprende aceite de canola, soya, olivo, maiz, cartamo, girasol y
mezclas de los mismos.

El método de la reivindicacion 16, caracterizado porque el aceite vegetal es aceite de
canola.

El método de la reivindicacion 6, caracterizado porque en la etapa c), el aceite vegetal
se adiciona a una concentracion final de 40 a 60 g/L.

El método de la reivindicacion 6, caracterizado porque en la etapa d) el poli-3-
hidroxialcanoato se recupera mediante separacion de las células del medio de cultivo,
posterior rompimiento de éstas y extraccion final con cloroformo.

El método de la reivindicacion 6, caracterizado porque las fuentes de carbono y
nitrégeno se suministran mediante flujos continuos de aproximadamente 0.7 a 0.9 L/h.
El método de la reivindicacién 6, caracterizado porque la relacion C/N en el medio de
cultivo se mantiene a una C/N = 14 durante la etapa a), mientras que en la etapa c) se
mantiene a una C/N = 120.

El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque el sacarido se adiciona a una
concentracion final de 2 g/L y la fuente de nitrégeno a una concentracion final de 0.25
g/L.

El método de la reivindicacion 22, caracterizado porque el poli-3-hidroxialcanoato que
se obtiene comprende 5% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de
3 a 9 carbonos y 95% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de 1 a 2
carbonos.

El método de la reivindicacion 15, caracterizado porque el sacérido se ad‘iciona auna
concentracion final de 30 a 40 g/L y la fuente de nitrégeno a una concentracion final
de 0.2 g/L.

El método de la reivindicacion 24, caracterizado porque en la etapa c) la fuente de
nitrégeno se adiciona a una concentracion final minima de 0.4 g/L.

El método de la reivindicacién 25, caracterizado porque el poli-3-hidroxialcanoato que
se obtiene comprende 10% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de
3 a 9 carbonos y 90% de unidades monoméricas donde R es un grupo alquilo de 1 a 2
carbonos.



10

15

20

25

30

37
Resumen.

La presente invencion describe métodos eficientes de fermentacion de bajo costo para la
produccion eficiente de poli-3-hidroxialcanoatos (PHAs) de cadena media que comprenden
el crecimiento de microorganismos productores de PHAs utilizando aceites vegetales
como fuente de carbono, ya sea en presencia ¢ ausencia de sacarido. Los métodos de la
invencion comprenden producir biomasa en cultivo por lote, posteriormente producir
biomasa en lote alimentado mediante la adicidon de sacarido y una fuente de nitrogeno al
medio de cultivo y finalmente producir PHAs mediante la adicion de aceite vegetal como
fuente de carbono bajo limitacion de nitrégeno o fésforo. Mediante el método de la
invencion, se obtiene al menos un 90% en peso seco de PHAs de cadena media del
medio de fermentacion, presentando de 5 a 10% de unidades monomeéricas de cadena

media en su estructura.
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