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Resumen

El glicerol residual generado como subproducto del proceso de produccion de biodiésel
representa un residuo con potencial de valorizacion biotecnolégica mediante procesos
fermentativos. Sin embargo, la produccion de P3HB (polihidroxibutirato) puede verse
limitada por el balance redox intracelular, el cual puede ser modulado mediante sistemas de
transferencia externa de electrones. En este estudio se evalud el efecto de Ila
electrofermentacion sobre la produccion de poli(3-hidroxibutirato) (P3HB) por Azotobacter
vinelandii OP. Inicialmente, se evaluaron diferentes condiciones de operacion del sistema
electrofermentativo, considerando el voltaje aplicado (0, 0.75 y 1.5 V), la concentracién del
mediador redox rojo neutro (0, 87.5y 175 uM) y el area superficial de los electrodos de acero
inoxidable (65.32 y 195.96 cm?). La condicién de 0.75 V, 87.5 uM de rojo neutro y 195.96
cm? de area de electrodo mostro la mayor produccion de P3HB que fue de 2.24 g L™ en medio
con sacarosa representando un incremento en la produccion de P3HB en medio con sacarosa
(20 gL") hasta 2.24 g L', representando un aumento de 2.6 veces respecto a la fermentacion
tradicional (1.32 g L™"). Ademads, bajo estas condiciones se observd una disminucion del
tiempo de duplicacion celular de 6.83 h con electrofermentacion en comparacion con 7.29 h
con fermentacion tradicional. Posteriormente, la mejor condicion fue evaluada utilizando
glicerol residual complementado con sacarosa como fuente de carbono, obteniéndose una
produccién de P3HB 2.93 veces mayor mediante electrofermentacion en comparacion con la
fermentacion tradicional. Los analisis de demanda quimica de oxigeno (DQO), pH y sélidos
suspendidos volatiles (SSV) indicaron una reduccion parcial de la materia organica y una
adecuada adaptacion del microorganismo al medio proveniente del proceso de biodiésel. Los
resultados obtenidos demuestran que la electrofermentacion representa una estrategia
potencial para mejorar la produccion de P3HB mediante la modulacion del metabolismo de
A. vinelandii OP y favorecer el aprovechamiento de residuos provenientes de la industria del
biodiésel.

Palabras clave: Azotobacter vinelandii OP, electrofermentacion, polihidroxibutirato
(P3HB), glicerol residual.
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Abstract

Residual glycerol generated as a by-product of the biodiesel production process represents a
waste stream with potential for biotechnological valorization through fermentation processes.
However, P3HB (polyhydroxybutyrate) production can be limited by the intracellular redox
balance, which can be modulated through external electron transfer systems. In this study,
the effect of electrofermentation on poly(3-hydroxybutyrate) (P3HB) production by
Azotobacter vinelandii OP was evaluated. Initially, different operating conditions of the
electrofermentation system were assessed, considering the applied voltage (0, 0.75, and 1.5
V), the concentration of the redox mediator neutral red (0, 87.5, and 175 uM), and the surface
area of stainless-steel electrodes (65.32 and 195.96 cm?). The optimal condition (0.75 V, 87.5
UM neutral red, and 195.96 cm? electrode area) increased P3HB production in a sucrose-
based medium (20 g L) to 2.24 g L', representing a 2.6-fold increase compared with
traditional fermentation (1.32 g L™'). Additionally, under these conditions, a reduction in the
cell doubling time was observed, from 7.29 h in traditional fermentation to 6.83 h under
electrofermentation.Subsequently, the optimized condition was evaluated using residual
glycerol supplemented with sucrose as a carbon source, obtaining a 2.93-fold higher P3HB
production under electrofermentation compared with traditional fermentation. The analysis
of chemical oxygen demand (COD), pH, and volatile suspended solids (VSS) indicated a
partial reduction of organic matter and adequate microbial adaptation to the medium derived
from the biodiesel production process.The results demonstrate that electrofermentation
represents a promising strategy to enhance P3HB production through the modulation of A.
vinelandii OP metabolism and to promote the valorization of residual streams from the
biodiesel industry.

Keywords: Azotobacter vinelandii OP, electrofermentation, polyhydroxybutyrate (P3HB),
residual glycerol.
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1. INTRODUCCION
El acceso al agua limpia constituye un derecho humano fundamental; sin embargo, millones
de personas en todo el mundo aun dependen de fuentes de agua contaminadas. Se estima que
aproximadamente 1.8 millones de personas utilizan agua potable contaminada y que mas del
80 % de las aguas residuales generadas por actividades humanas se descargan en rios, lagos
y mares sin tratamiento (ONU, 2024). Esta situacion contribuye significativamente al
deterioro de los ecosistemas acuéticos y a la escasez de agua dulce de calidad para el consumo

humano.

Entre las principales fuentes de contaminacion se encuentran las aguas residuales
industriales, las cuales contienen altas concentraciones de materia organica, compuestos
quimicos y otros contaminantes que pueden afectar gravemente al ambiente si no se gestionan
adecuadamente. En este contexto, la industria de los biocombustibles, particularmente la
produccion de biodiésel, ha cobrado gran relevancia en los ultimos afios debido a su potencial
como alternativa energética sostenible; sin embargo, también genera importantes residuos
industriales. Dentro de estas descargas industriales destacan los efluentes generados durante
la produccidn de biodiésel, en los que se producen grandes volimenes de subproductos, entre
ellos el glicerol residual. Este compuesto se genera principalmente durante la etapa de
transesterificacion y en los procesos posteriores de purificacion del biodiésel. El glicerol
residual presenta una elevada carga organica y contiene impurezas como metanol, sales,
catalizadores y acidos grasos, lo que dificulta su tratamiento. Por estas caracteristicas, el
glicerol residual es considerado un contaminante emergente, ya que su creciente generacion
asociada al aumento en la produccién de biodiésel, asi como la limitada implementacion de
tecnologias eficientes para su valorizacion y tratamiento, incrementan su presencia en el
ambiente y sus posibles efectos adversos en los ecosistemas. Un contaminante emergente es
un compuesto quimico o microbiolégico que, previamente no era relevante o no se
monitoreaba de manera rutinaria, pero ha sido detectado con creciente frecuencia en aguas
residuales. Estos compuestos representan un potencial riesgo para la salud humana y el
ambiente, debido a su persistencia y posible toxicidad, ya que no son eliminados

eficientemente mediante los tratamientos convencionales de agua.
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No obstante, el glicerol residual también representa una oportunidad para la valorizacién de
residuos industriales, ya que puede utilizarse como fuente de carbono en diversos procesos
biotecnoldgicos. El aprovechamiento de este tipo de residuos se alinea con los principios de
la economia circular, en la que los subproductos industriales se transforman en materias
primas para la obtencion de productos de valor agregado. Paralelamente, otro problema
ambiental de gran magnitud es la contaminacion por plasticos. Desde 1950, la produccion
mundial de plasticos ha aumentado exponencialmente, alcanzando cientos de millones de
toneladas anuales. Una proporcion significativa de estos residuos termina en vertederos o en
ecosistemas acudticos, donde pueden persistir durante décadas debido a su baja
degradabilidad. Ademas, la fragmentacion de estos materiales genera microplasticos que han
sido detectados incluso en organismos vivos y en tejidos humanos, lo que representa un

riesgo potencial para la salud y el ambiente (Vessa et al., 2022 & Kibria, 2024).

Ante esta problematica, se han desarrollado alternativas mas sostenibles, entre las cuales
destacan los bioplasticos, materiales producidos a partir de recursos renovables o mediante
procesos biotecnologicos. Uno de los biopolimeros mas estudiados es el polihidroxibutirato
(P3HB), un poliéster producido de forma natural por diversas bacterias como reserva
intracelular de carbono y energia. En especies como Azotobacter vinelandii, la produccion
de P3HB se asocia a mecanismos de adaptacion metabolica para almacenar carbono y energia
en condiciones ambientales variables. Por esa capacidad, A. vinelandii ha sido estudiada
como un microorganismo potencial para la produccion biotecnologica de P3HB. Este
biopolimero presenta propiedades termomecanicas similares a las de plasticos

convencionales como el polipropileno, ademas de ser biodegradable y biocompatible.

A pesar de sus ventajas ambientales, la produccién industrial de P3HB aln se encuentra
limitada por los elevados costos asociados a los sustratos y a los procesos de produccién. Una
estrategia para reducir estos costos consiste en emplear residuos industriales como fuentes

de carbono, entre ellos el glicerol residual generado en la industria del biodiésel.

En este contexto, la fermentacion microbiana se ha consolidado como una plataforma
biotecnoldgica clave para la produccion de biopolimeros. Sin embargo, los procesos

fermentativos convencionales pueden presentar limitaciones asociadas a desequilibrios en el
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balance redox celular, lo que afecta la eficiencia metabdlica y la formacion del producto

deseado.

Como alternativa, la electrofermentacion ha surgido como una tecnologia innovadora que
permite modular el metabolismo microbiano mediante la aplicacion de estimulos eléctricos
0 electromagnéticos. Esta estrategia facilita el control del balance redox intracelular,
favoreciendo la conversion de sustratos y mejorando el rendimiento de productos

metabdlicos.

Por lo tanto, el presente trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto de un sistema de
electrofermentacion en la produccion de polihidroxibutirato (P3HB) por Azotobacter
vinelandii OP utilizando glicerol residual proveniente de la produccion de biodiésel como
fuente de carbono, integrando asi el tratamiento de efluentes industriales con la produccion

de bioplasticos de valor agregado.
2. ANTECEDENTES

2.1 Contaminacion de agua

Las aguas residuales son generadas a partir de diversas actividades humanas, incluyendo
descargas domesticas, hospitalarias, industriales y agricolas (Wang et al., 2021; Alazaiza et
al., 2024; Jiad & Abbar., 2024). Estas aguas pueden contener una amplia variedad de
contaminantes, tales como materia organica, metales pesados, solidos suspendidos y otros
compuestos potencialmente toxicos que representan un riesgo significativo para el ambiente
y la salud humana cuando no reciben un tratamiento adecuado (Cosgrove & Loucks., 2015;
Zhu et al., 2022; ONU, 2024).

Para evaluar la calidad del agua se consideran diversos parametros fisicos, quimicos y
microbioldgicos establecidos por organismos internacionales como la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS). Entre los parametros fisicos destacan la turbidez y el color del agua, los
cuales permiten determinar su claridad y apariencia. En cuanto a los pardmetros quimicos, el
pH es uno de los indicadores mas importantes, ya que debe mantenerse dentro de un rango
aproximado de 6.5 a 8.5 para considerarse adecuado para diversos usos (OMS, 2022). A

pesar de la importancia del tratamiento de aguas residuales, en muchos paises alin existe una
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infraestructura limitada para su manejo adecuado. En México, por ejemplo, se estima que
Unicamente alrededor del 50 % de las aguas residuales reciben algln tipo de tratamiento antes
de ser descargadas al ambiente. En comunidades rurales, la ausencia de plantas de tratamiento
provoca que estas aguas sean vertidas directamente en rios, lagos o mares, lo que contribuye
al deterioro de los ecosistemas acuéticos y a la propagacién de contaminantes en el ambiente
(Vidal, 2019; WaterAid, 2020).

Debido a esta problematica, el tratamiento y manejo adecuado de las aguas residuales se ha
convertido en una prioridad para la gestion ambiental y la proteccion de los recursos hidricos
(Vidal, 2019).

2.2 Contaminacion por aguas industriales

Dentro de las diferentes fuentes de contaminacion hidrica, las aguas residuales industriales
representan una de las principales preocupaciones en regiones con alto desarrollo urbano e
industrial. Este tipo de efluentes proviene de diversas actividades productivas, como la
industria textil, la refinacion de petréleo, la industria alimentaria y la obtencion de productos
quimicos, entre otras (Cosgrove & Loucks, 2015; Holkar et al., 2016; Jiad & Abbar, 2024).

Las aguas residuales industriales suelen contener compuestos quimicos potencialmente
peligrosos, como microorganismos patégenos (E. coli), contaminantes emergentes
(farmacos, productos de cuidado personal) asi como altas concentraciones de materia
organica, lo que puede generar impactos negativos en los ecosistemas acuaticos cuando son
descargadas sin un tratamiento adecuado (Ren et al., 2024). La presencia de estos
contaminantes puede alterar las propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas del agua,
afectando tanto la biodiversidad como la calidad del recurso hidrico disponible para consumo
humano y otras actividades (Jiad & Abbar, 2024). Aungue existen métodos tradicionales para
el monitoreo de la calidad del agua, muchos de estos sistemas presentan limitaciones, ya que
pueden ser costosos, requieren largos tiempos de analisis y, en algunos casos, resultan
insuficientes para detectar de manera oportuna eventos de contaminacion (Cosgrove &
Loucks, 2015).
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En este contexto, se ha incrementado el interés en el desarrollo de estrategias méas sostenibles
para la gestion de efluentes industriales. Entre estas alternativas se encuentra el uso de fuentes
de energia renovables y procesos industriales mas limpios, como la produccién de biodiésel,
que busca reducir la dependencia de combustibles fosiles y disminuir el impacto ambiental

asociado a las actividades industriales (Kumar et al., 2020).

2.2.1 Residuos de biodiesel

El biodiésel es considerado una alternativa energética renovable que presenta ventajas
ambientales frente al diésel convencional derivado del petr6leo. Durante su combustion se
generan menores emisiones de didxido de carbono (Kumar et al., 2020; Osman et al., 2024).
Ademas, el biodiésel posee una mayor biodegradabilidad, lo que reduce el riesgo de

contaminacion del suelo y del agua en caso de derrames o fugas (Kumar et al., 2019).

La produccion de biodiésel se lleva a cabo mediante un proceso quimico conocido como
transesterificacion, en el cual los triglicéridos presentes en aceites vegetales o grasas animales
reaccionan con un alcohol, generalmente metanol, para formar ésteres metilicos de acidos
grasos (biodiésel) y glicerol como subproducto (Mitrea et al., 2017). Durante las etapas de
purificacion y lavado del biodiésel se generan diferentes residuos que contienen impurezas
tales como jabones, agua, alcoholes, metales y glicerol residual. Estas corrientes liquidas
representan un problema ambiental importante, ya que poseen una elevada carga organica y
pueden contribuir significativamente a la contaminacion del agua si no son tratadas
adecuadamente (Firman et al., 2018). La produccién mundial de biodiésel ha mostrado un
crecimiento sostenido en la Gltima década, alcanzando 46 millones de toneladas anuales en
2024. A nivel global, Indonesia, Brasil y Estados Unidos se posicionan como los principales

productores, concentrando cerca del 45 % de la produccion total (IndexBox, 2024).

Con el crecimiento de la industria del biodiésel, la generacion de glicerol residual ha
aumentado considerablemente, convirtiéndose en un subproducto abundante cuya gestion
representa un desafio ambiental y econdémico. No obstante, este residuo también puede ser

considerado un recurso potencial, ya que puede emplearse como materia prima en diferentes
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procesos biotecnoldgicos para la obtencién de productos de valor agregado, incluyendo

biopolimeros y otros compuestos de interés industrial (Hejna et al., 2016; Wang et al., 2024).

2.2.2 Estrategias de tratamiento del glicerol

El glicerol residual, principal subproducto generado durante la produccion de biodiésel, ha
despertado un creciente interés debido a su potencial para ser transformado en productos de
valor agregado. Este compuesto puede ser utilizado como materia prima en diversas
aplicaciones industriales como la produccion de biocombustibles como biogas e hidrégeno,
la sintesis de compuestos de alto valor agregado como 1,3-propanodiol y acido succinico,
incluyendo la produccién de compuestos quimicos y polimeros como 1,3-propanodiol,
poliuretanos y polihidroxialcanoatos (PHA) (Yang et al., 2012; Hejna et al., 2016; Wang et
al., 2024). Diversos procesos han sido propuestos para el aprovechamiento de este
subproducto, entre los que destacan la fermentacion microbiana, la oxidacion quimica y los
procesos de polimerizacion, los cuales permiten transformar el glicerol en compuestos de
interés industrial (Wang et al., 2024). Por otra parte, la calidad del glicerol residual generado
durante la produccion de biodiésel depende en gran medida del tipo de catalizador utilizado
en el proceso de transesterificacion. En este sentido, pueden emplearse catalizadores
homogéneos, como acidos y bases, o catalizadores heterogéneos, tales como Oxidos

metalicos, sales metalicas o enzimas (Hejna et al., 2016).

Los catalizadores homogéneos suelen ser ampliamente utilizados debido a su bajo costo y
alta eficiencia en la reaccion. Sin embargo, estos requieren etapas adicionales de
neutralizacion y purificacion, lo que puede incrementar la generacion de residuos. En
contraste, los catalizadores heterogéneos o enzimaticos pueden producir glicerol con mayor
grado de pureza, aunque su implementacion puede implicar mayores costos o tiempos de
reaccion mas prolongados (Wang et al., 2024). En este contexto, el desarrollo de tecnologias
que permitan aprovechar directamente el glicerol residual sin necesidad de procesos de
purificacion complejos representa una alternativa prometedora para reducir costos de
produccién y promover el aprovechamiento sostenible de residuos industriales (Hejna et al.,
2016).
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2.2.3 Obtencion de glicerol durante la produccion de biodiesel.

La produccion de biodiésel se lleva a cabo principalmente mediante un proceso quimico
denominado transesterificacion, proceso que se puede observar en la Figura 1, en el cual los
triglicéridos presentes en aceites vegetales o grasas animales reaccionan con un alcohol de
cadena corta, generalmente metanol, para formar ésteres metilicos de &cidos grasos

(biodiésel) y glicerol como subproducto (Mitrea et al., 2017).
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Figura 1 Sintesis de biodiésel (adaptado de Mitrea et al., 2017).

Durante esta reaccion, una molécula de triglicérido reacciona con tres moléculas de metanol,
dando como resultado la formacion de tres moléculas de biodiésel y una molécula de glicerol.
(Kumar et al., 2020).

No obstante, este subproducto también puede considerarse un recurso potencial para el
desarrollo de procesos biotecnologicos. En particular, el glicerol residual puede ser utilizado
como fuente de carbono para el crecimiento de diversos microorganismos, permitiendo su
conversion en compuestos de mayor valor agregado, como biocombustibles, &cidos
organicos o biopolimeros. Por esta razdn, el aprovechamiento biotecnoldgico del glicerol
residual ha sido ampliamente investigado como una estrategia para promover la economia

circular dentro de la industria del biodiesel (Mitrea et al., 2017).
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2.3 Contaminacion por plasticos

Los plasticos son materiales poliméricos sintéticos derivados principalmente del petroleo,
ampliamente utilizados en diferentes sectores industriales debido a su bajo costo, resistencia
mecénica y durabilidad. Sin embargo, estas mismas propiedades han contribuido a la
acumulacién masiva de residuos plasticos en el ambiente, convirtiéndolos en uno de los
contaminantes mas persistentes a nivel global (Nafiu et al., 2024). Actualmente, los residuos
plasticos se encuentran distribuidos en una amplia variedad de ecosistemas, particularmente
en ambientes marinos y de agua dulce, donde pueden permanecer durante largos periodos de
tiempo debido a su baja degradabilidad (Qian et al., 2025). Los plasticos de gran tamafio,
conocidos como macroplasticos, pueden causar dafios directos a la fauna mediante ingestion
o0 enredo, provocando lesiones o incluso la muerte de diversos organismos (Gregory, 2009).
Ademas, la fragmentacion progresiva de estos materiales da origen a particulas mas pequefas
denominadas microplasticos, las cuales presentan un didmetro menor a 5 mm y representan
una preocupacion creciente debido a su capacidad de dispersarse ampliamente en el ambiente
(Andrady, 2017).

Diversos estudios han demostrado que los microplasticos pueden generar efectos negativos
en los organismos vivos, incluyendo procesos de bioacumulacion, estrés oxidativo e incluso
alteraciones reproductivas (Vessa et al., 2022; Kibria, 2024). Asimismo, se han detectado
particulas plasticas en tejidos humanos, incluyendo la placenta, lo que evidencia la magnitud
del problema y sus posibles implicaciones para la salud (Zurub et al., 2024). Ante esta
problematica, ha surgido un creciente interés en el desarrollo de materiales alternativos mas
sostenibles, entre los que destacan los bioplasticos, los cuales pueden ser producidos a partir
de recursos renovables o mediante procesos biotecnolégicos. Entre estos materiales se
encuentra el polihidroxibutirato (P3HB), un biopolimero producido por diversos
microorganismos y que presenta propiedades similares a las de algunos plasticos

convencionales, ademas de ser biodegradable y biocompatible (Barboza & Gimenez, 2015).
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2.3.1 Produccion de acido polihidroxibutirico (P3HB)

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una familia de biopolimeros producidos de manera
natural por diversos microorganismos como una forma de almacenamiento intracelular de
carbono y energia. Entre estos compuestos, el polihidroxibutirato (P3HB) es uno de los mas
estudiados debido a sus propiedades fisicoquimicas y su potencial aplicacién como sustituto
de plasticos convencionales derivados del petroleo (Bhagchandanii et al., 2020; Andler et al.,
2023). EI P3HB es un poliéster biodegradable y biocompatible que presenta caracteristicas
similares a las de algunos polimeros sintéticos ampliamente utilizados, como el
polipropileno. Entre sus propiedades destacan su capacidad de formar peliculas, su
biodegradabilidad bajo condiciones ambientales y su biocompatibilidad, caracteristicas que
han impulsado su interés para diversas aplicaciones industriales, incluyendo envases,
materiales biomédicos y productos agricolas. Sin embargo, el P3HB presenta ciertas
limitaciones asociadas a sus propiedades mecanicas, como baja flexibilidad y fragilidad en
comparacion con otros poli(hidroxialcanoatos) (PHAS), lo que puede restringir algunas
aplicaciones. Por ello, se han estudiado estrategias como la produccion de copolimeros y la
modificacion de sus propiedades para mejorar su desempefio como biomaterial
(Bhagchandanii et al., 2020). Este biopolimero es sintetizado por distintos microorganismos,
como bacterias de los géneros Cupriavidus, Bacillus, Pseudomonas y Azotobacter, entre
otros. La acumulacion de P3HB generalmente ocurre cuando las células microbianas se
desarrollan en condiciones donde existe exceso de fuente de carbono y limitacion de otros
nutrientes esenciales, como nitrogeno, fosforo u oxigeno. Bajo estas condiciones, los
microorganismos canalizan el exceso de carbono hacia la formacién de granulos
intracelulares de P3HB como mecanismo de reserva metabolica (Dalsasso et al., 2019). A
pesar de sus ventajas ambientales, la produccién industrial de P3HB aun enfrenta diversos
desafios, principalmente con los costos de produccién, que estan asociados al precio de los
sustratos, las condiciones de cultivo requeridas para su sintesis y las etapas de purificacion
del polimero (Bhagchandani et al., 2020). Actualmente, la produccién de PHAS sigue siendo
econdémicamente menos competitiva en comparacion con los plasticos convencionales que

se derivan del petrdleo. Se han reportado costos de produccion de PHAs cercanos a 4-6
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USD/kg, mientras que los polimeros petroquimicos convencionales presentan costos
aproximados de 1-2 USD/kg, lo que representa una de las principales limitaciones para su
adopcion a gran escala (Gundlapalli & Ganesan., 2025). La diferencia econémica se atribuye
al costo de las fuentes de carbono y la complejidad de las etapas de extraccion y purificacion
(Mahato et al., 2023). Por esta razon, en los ultimos afios se ha incrementado el interés en el
uso de residuos industriales como fuentes alternativas de carbono, tales como glicerol
residual, melazas, residuos lignoceluldsicos y efluentes agroindustriales (Pefia et al., 2014;
Castillo et al., 2020).

El aprovechamiento de estos residuos no solo permite reducir los costos de produccion del
biopolimero, sino que también contribuye al desarrollo de estrategias de economia circular,
en las que los subproductos industriales son transformados en materiales biodegradables de

alto valor agregado (Huaman et al., 2021).

2.3.2 Ruta de biosintesis de P3HB en Azotobacter vinelandii

La biosintesis de P3HB en microorganismos ocurre a través de una ruta metabolica
relativamente simple que involucra tres reacciones enzimaticas principales a partir de acetil-
CoA, un intermediario central del metabolismo celular los cuales se mencionan a
continuacion (Anderson et al., 1990). En la primera etapa, dos moléculas de acetil-CoA se
condensan para formar acetoacetil-CoA mediante la accion de la enzima p-cetotiolasa
(PhaA). Posteriormente, el acetoacetil-CoA es reducido a (R)-3-hidroxibutiril-CoA por la
enzima acetoacetil-CoA reductasa (PhaB), utilizando NADPH como cofactor reductor.
Finalmente, la enzima P3HB sintasa (PhaC) cataliza la polimerizacion de las moléculas de
(R)-3-hidroxibutiril-CoA para formar cadenas de P3HB que se acumulan en forma de
granulos intracelulares dentro de la célula bacteriana (Anderson et al., 1990). La regulacion
de esta ruta metabolica esta estrechamente relacionada con el estado fisioldgico de la célula
y con las condiciones del medio de cultivo. Factores como la disponibilidad de nutrientes, la

relacion carbono/nitrégeno y el balance redox intracelular influyen significativamente en la
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acumulacion de P3HB. En particular, un exceso de carbono acompafiado de limitacion de

otros nutrientes favorece la desviacion del flujo metabdlico hacia la sintesis del biopolimero.

En Azotobacter vinelandii, la produccion de P3HB esta asociada a mecanismos de adaptacion
metabOlica que permiten a la bacteria almacenar carbono y energia en condiciones
ambientales variables. Debido a esta capacidad, A. vinelandii ha sido ampliamente estudiada
como un microorganismo potencial para la produccién biotecnoldgica de P3HB, como se
observa en la Figura 2, Azotobacter vinelandii presenta diversas rutas metabdlicas
involucradas en el aprovechamiento de fuentes de carbono. En esta bacteria se ha reportado
que el catabolismo de la glucosa ocurre principalmente a través de la via de Entner-
Doudoroff, una ruta metabdlica que permite la generacion de intermediarios necesarios

parala obtencion de energia y precursores biosintéticos (Conway, 1992).
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Figura 2 Ruta metabdlica de la biosintesis de P3HB (Huaman et al., 2021).
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La via Entner-Doudoroff constituye una ruta central para el catabolismo de glucosa en
Azotobacter vinelandii. En esta via, la glucosa es fosforilada y posteriormente oxidada hasta
formar 2-ceto-3-desoxi-6-fosfogluconato (KDPG), un intermediario clave que es escindido
por la enzima KDPG aldolasa para generar gliceraldehido-3-fosfato y piruvato. Estos
intermediarios pueden incorporarse al metabolismo central para la generacion de energia y
la formacion de precursores biosintéticos necesarios para el crecimiento celular y la
acumulacién de compuestos de reserva como el poli(3-hidroxibutirato) (P3HB). En A.
vinelandii, el flujo de carbono hacia la biosintesis de P3HB depende de la disponibilidad de
precursores metabdlicos y del balance entre crecimiento celular, generacion de energia y
almacenamiento de carbono (Velazquez et al., 2020). La ruta se puede observar en la Figura
3.
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Figura 3 Ruta metabdlica de Entner-Doudoroff (adaptado de Conway, 1992).

Para la produccion de P3HB a partir de glicerol, el glicerol es primero catabolizado a glicerol-
3-fosfato, luego a dihidroxiacetona fosfato, y finalmente se incorpora en la via glucolitica,
como se puede observar en la Figura 4. Diversos microorganismos tienen la capacidad de
utilizar el glicerol como Unica fuente de carbono a través de la dihidroxiacetona (Yoneyama
et al. 2015).
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Figura 4 Ruta metabdlica de la sintesis de glicerol a P3HB (Yoneyama et al., 2015).

En este contexto, se esta promoviendo un modelo de economia circular que incluye el uso de
bioplasticos P3HB, un biopolimero producido por bacterias, que ofrece una alternativa
sostenible a los plasticos convencionales (Dalsasso et al., 2019), ya que estos representan una

problematica ambiental global (Qian et al., 2025).

En este contexto, el control de las condiciones metabdlicas y del balance redox celular se
vuelve un factor clave para optimizar la produccion de este biopolimero. Por ello, tecnologias
emergentes como la electrofermentacion han comenzado a ser investigadas como estrategias
para modular el metabolismo microbiano y mejorar el rendimiento en la produccion de

compuestos de interés, incluyendo P3HB (Dalsasso et al., 2019).

2.4 Fermentacion

La fermentacion es un proceso biotecnolégico ampliamente utilizado para la produccion de
una gran variedad de compuestos de interés industrial, incluyendo biocombustibles, acidos
organicos, enzimas y biopolimeros. Este proceso se basa en la capacidad metabélica de
diversos microorganismos para treretormar sustratos organicos en productos especificos

mediante rutas bioquimicas reguladas por condiciones ambientales y nutricionales del cultivo

27



(Moscoviz et al., 2016). Durante la fermentacion, los microorganismos utilizan diferentes
fuentes de carbono y energia para su crecimiento y mantenimiento celular. Dependiendo del
metabolismo del microorganismo y de las condiciones de cultivo, estos sustratos pueden
convertirse en distintos productos metab6licos. En los procesos industriales, el control de
variables como la temperatura, el pH, la disponibilidad de oxigeno y la concentracion de
nutrientes es fundamental para optimizar la productividad del sistema (Jiang et al., 2019;
Gong et al., 2020).

Diversos estudios han explorado el uso de sustratos de bajo costo o residuos industriales
como fuentes de carbono para la fermentacién, con el objetivo de reducir los costos asociados
a la produccion de biopolimeros. Entre estos sustratos destaca el glicerol residual proveniente
de la industria del biodiésel, el cual ha demostrado ser una fuente de carbono viable para el
crecimiento microbiano y la produccion de diversos metabolitos de interés (Moscoviz et al.,
2016; Jiang et al., 2019).

Sin embargo, los procesos fermentativos convencionales pueden presentar limitaciones
asociadas a desequilibrios en el balance redox celular, entendidos como una alteracion en la
relacion entre compuestos reducidos y oxidados dentro de la célula, principalmente
cofactores como NADH/NAD* y NADPH/NADP~*. Estos desequilibrios pueden limitar la
disponibilidad de poder reductor necesario para diversas rutas metabdlicas, afectando la
eficiencia metabdlica, el crecimiento celular y la conversion del sustrato en los productos
deseados. (Moscoviz et al., 2016; Gong et al., 2020).

2.5 Electrofermentacion

La electrofermentacion es una estrategia biotecnoldgica emergente que combina principios
de fermentacion microbiana con sistemas bioelectroquimicos para influir en el metabolismo
de los microorganismos mediante la aplicacion de estimulos eléctricos (Wong et al., 2014).
Este enfoque permite modificar el estado redox del sistema y, en consecuencia, redirigir las
rutas metabolicas hacia la produccion de compuestos especificos (Liu et al., 2013). La
electrofermentacion se conceptualizo a principios de la década de 2010 y ha despertado un

interés como herramienta para modular el metabolismo microbiano sin recurrir a
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modificaciones genéticas, siendo una alternativa atractiva en contextos industriales y
ambientales (Bajracharya et al., 2017). Su principal potencial radica en la capacidad de influir
en los equilibrios redox celulares mediante la modificacion de la disponibilidad de
equivalentes reductores, como NADH y NADPH, y de la relacion entre sus formas reducidas
y oxidadas (NADH/NAD* y NADPH/NADP*). Estos cambios pueden alterar el flujo de
electrones intracelular y favorecer determinadas rutas metabolicas, permitiendo incrementar
la produccion de compuestos reducidos como butanol, etanol o 1,3-propanodiol, o bien
promover la formacion de productos mas oxidados como succinato y acetato, dependiendo
del tipo de polarizacién aplicada (Batlle et al., 2017).

Ademas, la electrofermentacion presenta nuevas oportunidades para valorarizar residuos
organicos Yy subproductos industriales. Existen estudios que demuestran que la aplicacion de
potenciales catodicos moderados, mejoran la conversion de sustratos residuales como
glicerol residual, lactosuero o aguas residuales industriales en productos de valor agregado.
Un ejemplo, es el trabajo de Moscoviz et al., (2017) donde el acoplamiento de un electrodo
catddico en fermentaciones mixtas de glicerol favorece a la seleccion de comunidades
microbianas mas eficientes para la produccion de 1,3-propanodiol, sin necesidad de un aporte
energético significativo. De igual modo, otros trabajos demostraron que la
electrofermentacion reduce la produccion de gases indeseables como Hz o CO., al redirigir

los electrones hacia rutas metabdlicas mas controladas (Bian et al., 2021).

En los sistemas de electrofermentacion, los microorganismos interactdan con electrodos que
acttan como sumidero de electrones. Esta interaccion puede ocurrir de forma directa, a través
de proteinas redox presentes en la membrana celular, o de forma indirecta mediante
mediadores redox solubles que facilitan la transferencia de electrones entre el

microorganismo Y el electrodo (Ghimire et al., 2015).

El principio fundamental de la electrofermentacién es la transferencia de electrones entre
microorganismos y electrodos como se puede apreciar en la Figura 5, proceso que se da de
manera directa (a través de proteinas redox o nanofilamentos bacterianos) o indirecta (usando
mediadores solubles como el hidrégeno, el formiato o la menadiona, entre otros) (Bolognesi,

2021). Esta flexibilidad en mecanismos de transferencia electronica permite que una gama
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amplia de microorganismos, ya sea aerobios facultativos o anaerobios estrictos, participen en
los procesos electrofermentativos. Entre las especies mas estudiadas destacan Geobacter
sulfurreducens, Shewanella oneidensis, Clostridium acetobutylicum y Escherichia coli, las
cuales presentan estrategias para intercambiar electrones con los electrodos (Ghimire et al.,
2015; Jiang et al., 2019; Alami et al., 2020; Yang et al., 2021; Haupt et al., 2022).

-‘1‘3‘ A B k‘k"‘f'l‘\
& 2 & et
> ) -
Py - el
" e b,
ho " -J‘ ! e ¥
8 Kl , : ' &
i, . 9 o) Sumidero de electrones ats bt
Ry LR Nanocable =y (Y
%) oe] A — - 908 2
e 0% N { ° F ol R,
L o° & %9 g ° & > :\‘L
\ &
o Qa 5
e 0° 0 g 09076 ©
°o 0 0% 3 0083
o 9 <@ °: 0% ¢
5] ; s
= o «
) IR
Citocromo M b
Membrana interna ' ~ - 00 ° ; %
@ <9 Q &
J oo 4
" o - o (%8 oo
o ( < ® °° (<]
$. 9 $. > o®
o 8 9.9 °
o S [ (%] L+
o o > —_— o
% Periplasma o >
= .
o

e,
a3
" a o
P oS e &¢ Membrana externa h
€
wot€

Figura 5 Mecanismos de transferencia electrénica bidireccional entre bacterias y electrodos.
Mecanismos de transferencia electronica entre bacterias electroactivas y electrodos. (A)
Transferencia electronica directa (TED), mediada por pili conductores (nanocables) y
citocromos de la membrana externa, con o sin la participacion de lanzaderas electrénicas.
Estos mecanismos permiten el transporte de electrones desde el metabolismo intracelular
hasta la superficie del electrodo. (B) Transferencia electronica indirecta (TEI), en la que los
electrones se transportan mediante lanzaderas electronicas enddgenas o exdgenas, lo que
permite el intercambio electronico sin contacto directo entre la célula y el electrodo.

Modificada con ChatGPT (Zheng et al., 2020).

La capacidad de modular el flujo de electrones dentro del sistema permite influir en el balance
redox intracelular, un factor clave en la regulacién de muchas rutas metabdlicas. Al controlar

este equilibrio, es posible favorecer la formacion de determinados metabolitos y mejorar el

rendimiento de los procesos fermentativos (Modestra et al., 2015).
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En los ultimos afios, la electrofermentacion ha sido investigada como una herramienta
prometedora para la produccion de diversos compuestos de valor agregado, incluyendo
biocombustibles, acidos organicos y biopolimeros. En particular, esta tecnologia ha mostrado
potencial para mejorar la eficiencia metabdlica de ciertos microorganismos mediante la
regulacion de las condiciones electroquimicas del sistema (Ghimire et al., 2015). Asi el
sistema permite que la corriente eléctrica juegue un papel determinante, ya que no solo
mantiene la reaccion de fermentacion, sino que incluso proporciona pequefias densidades de
corriente que pueden modificar al ORP tanto extracelular como intracelular (Ghimire et al.,
2015). Este cambio en el equilibrio NADH/NAD™* impacta significativamente el espectro de
productos finales de la fermentacion (Moscoviz et al., 2016). Este tipo de transferencia de
electrones se puede realizar de diversas formas: directamente a través del contacto entre el
microorganismo Y el electrodo, por medio de nanocables que conectan a ambos, o utilizando
sustancias poliméricas extracelulares generadas por biopeliculas microbianas (Liu et al.,
2013).

En la Figura 6 se describe la conversion del sustrato en producto, proceso durante el cual los
microorganismos transfieren el exceso de electrones hacia el 4nodo. Esta transferencia
electronica favorece la oxidacion de equivalentes reductores intracelulares, disminuyendo la
relacion NADH/NAD+ dentro de la célula. Como respuesta, el metabolismo celular regula
el flujo de carbono hacia rutas capaces de regenerar NADH, con el fin de restablecer el
equilibrio redox y mantener la actividad metabolica (Moscoviz et al., 2016).Asi, el
microorganismo que se utiliza en la fermentacion, consume al sustrato, sin embargo, el
microorganismo que es electroactivo funciona como mediador entre el organismo que
fermenta y el anodo, permitiendo mecanismos de transferencia de electrones. Asi, el
microorganismo electroactivo consume los subproductos finales de la fermentacion del

sustrato (Moscoviz et al., 2016).
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Figura 6 Mecanismo de electrofermentacion (Moscoviz et al., 2016).

La electrofermentacion constituye una estrategia capaz de superar algunas de las limitaciones

presentes en la fermentacion tradicional, permitiendo un mayor control de los procesos

fermentativos y favoreciendo una mayor eficiencia de las rutas metabolicas microbianas

(Schievano et al., 2016). En el Cuadro 1 podemos observar algunas aplicaciones de los

sistemas de electrofermentacion.
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Cuadro 1 Electrofermentacion y su uso con distintos microorganismos.

Microorganismo Condicion de Efecto observado Referencia
voltaje aplicado
Escherichia coli Sistema Incremento en el Sturm et al., 2015

electrofermentativo  consumo/aprovecha

con glicerol como miento de glicerol

fuente de carbono, respecto al control

comparado con

condicion sin

aplicacion de voltaje

(0V)y0.2deV.

Bacillus subtilis Electroestimulacion Incremento en la Adilkhanova et al.,
a 0.4 V comparada producciénde poli- 2024

con la condicion y-glutamico (y-

control. PGA) de 3.329.13
g/L
Clostridium Condicion Incremento en la Chaitanya et al.,
Kluyveri electrofermentativa  produccion de 2024

a 0.1 V comparada caproato de 0.6 a
con el control sin 1.51 g/L Incremento

estimulacion en la produccion de
eléctrica. caproato de 0.6 a
151 g/L

Estos estudios evidencian que la aplicacion de estimulos eléctricos puede modificar el
metabolismo microbiano y favorecer la produccion de metabolitos de interés; sin embargo,
el efecto depende del microorganismo, la intensidad del estimulo eléctrico y las condiciones

de operacion.

En la tltima década, los estudios han avanzado hacia la aplicacion de EF en la produccion de
acidos grasos, alcoholes y otros compuestos de interés industrial, mostrando su potencial
como herramienta sostenible para superar los limites de la fermentacion clasica (Becker et
al., 2015; Chandrasekhar et al., 2021).

Por tal motivo, el disefio y la geometria de los reactores presentan una relevancia concreta,
para que la eficiencia durante el proceso electrofermentativo dependa de la interaccion entre
los electrodos, microorganismos y el entorno de la reaccién. Los sistemas tradicionales

emplean configuraciones, entre las que se encuentran las celdas tipo H, que estan constituidas
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de dos compartimentos separados mediante una membrana de intercambio i6nico, donde el
electrodo de trabajo y el contraelectrodo se encuentran en camaras distintas. Dicha
disposicion permite que la direccion del flujo electronico sea controlada y asi evitar
interferencias entre los productos generados (Rosenbaum & Franks, 2014). No obstante, las
geometrias muestran limitaciones en escalabilidad y transferencia de masa. Por ello, se han
explorado variaciones mas compactas y eficientes, como celdas de una sola cadmara,
biopeliculas catddicas en electrodos de fieltro de grafito y configuraciones de membrana de

intercambio i6nico (Virdis et al., 2022).

2.6 Diferencia entre fermentacion y electrofermentacion

La fermentacion convencional se caracteriza por ser un proceso anaerobio en el que un
sustrato actla paralelamente como donador y aceptor de electrones. Esto permite la
formacion de productos reducidos (como etanol o lactato) y oxidados (como CO:) en
proporciones que son determinadas por el equilibrio redox celular (Chandrasekhar et al.,
2021). Sus ventajas destacan en el uso de la diversidad microbiana, la posibilidad de emplear
distintos sustratos y su consolidada aplicacion en la industria alimentaria, quimica y
farmacéutica. Sin embargo, presenta una baja selectividad, rendimientos limitados y
restricciones en la gama de productos alcanzables (Du et al., 2007). En contraste, la
electrofermentacion es un proceso anaerébico utiliza un electrodo como “valvula” externa de
electrones. En la modalidad anddica, el electrodo actia como sumidero de electrones y
favorece la sintesis a productos mas oxidados, mientras que, en la modalidad catodica,
funciona como fuente de electrones, promoviendo compuestos mas reducidos (butanol,
propionato, 1,3-propanodiol) (Rosenbaum & Franks., 2014; Choi et al., 2014). Por lo tanto,
la EF incrementa los titulos y selectividades de ciertos metabolitos, ademas de ofrecer la
oportunidad de adaptarse a fuentes de energia renovable, contribuyendo a una bioeconomia
circular. En el Cuadro 2, podemos destacar aspectos de distintivos entre fermentacion

convencional y electrofermentacion.
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Cuadro 2 Fermentacion convencional vs. Electrofermentacion

Aspecto Fermentacién convencional Electrofermentacion

Concepto Catabolismo microbiano sin Uso de un electrodo polarizado para
aceptores externos de donar o aceptar electrones, modificando
electrones: el sustrato se oxida el estado redox celular y redirigiendo los
y reduce simultaneamente. flujos metabdlicos.

Ventajas Tecnologia consolidada en la Supera las limitaciones de balance
industria (alimentos, redox. Aumenta rendimientos vy
bioquimicos, farmacos). selectividad hacia compuestos
Amplia diversidad reducidos u oxidados. Posibilidad de
microbiana y de sustratos. acoplarse a energias renovables.
PrOCESOS relativamente Expande la gama de productos (&cidos
simples y conocidos. grasos, alcoholes, aminoéacidos).

Desventajas Baja selectividad de Tecnologia emergente aun en fase de
productos. Limitacion por el laboratorio.
equilibrio NAD*/NADH. Complejidad en el disefio de reactores.
Costos elevados de Necesidad de materiales conductores
purificacion por mezclas adecuados y control electroquimico.
complejas. Desconocimiento de muchos

mecanismos de transferencia de
electrones.

Aplicaciones | Produccion de bioetanol, Produccion de compuestos mas

actuales acido lactico, aminodcidos reducidos (butanol, 1,3-propanodiol,

(glutamato, lisina),
antibioticos, polisacaridos
(como gomas) enzimas Yy

biopolimeros.

propionato) o mas oxidados (acetoina,
succinato). Exploracién en
biocombustibles, bioplasticos y

plataformas de biorrefineria.
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Escalabilidad | Altamente desarrollada a Limitada a nivel de laboratorio y piloto;
nivel industrial (bioetanol, retos en transferencia de masa y costos

acido citrico, etc.). de operacion.

En este contexto, la aplicacion de sistemas de electrofermentacion representa una alternativa
innovadora para optimizar procesos biotecnolégicos y favorecer la conversion de residuos
industriales, como el glicerol residual proveniente de la produccion de biodiésel, en

productos de mayor valor agregado, como el polihidroxibutirato (P3HB).
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3 HIPOTESIS

La intensidad de voltaje el area superficial de los electrodos y un mediador redox aplicado
en una fase especifica del crecimiento de Azotobacter vinelandii OP en un sistema de
fermentacion electroestimulada, incrementara la bioconversion de glicerol residual para la

produccion de polihidroxibutirato.
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4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general
Evaluar la bioconversion de glicerol residual a polihidroxibutirato mediante Azotobacter
vinelandii OP bajo el efecto de un sistema de fermentacion electroestimulada.

4.2 Obijetivos especificos
1. Determinar la correlacion entre la aplicacion de distintos voltajes, area superficial de
electrodos y concentracién del mediador sobre la produccién de polihidroxibutirato
microbiano en un sistema de fermentacién electroestimulada en experimentos

modelo.

2. Evaluar el sistema de fermentacion electroestimulada en diferentes fases de

crecimiento microbiano sobre la produccion del polihidroxibutirato.

3. Estimar la produccion del polihidroxibutirato mediante el sistema de fermentacion

electroestimulada utilizando glicerol residual.

4. Cuantificar los parametros de calidad del efluente de la produccion de biodiesel
tratado mediante Azotobacter vinelandii OP usando el sistema de fermentacion

electroestimulada.
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5 METODOLOGIA

5.1 Sitio de estudio
La experimentacion se llevd a cabo en el Parque Biotecnoldgico en la Planta Piloto de

Biotecnologia de la Facultad de Quimica en la Universidad Auténoma de Querétaro.

5.2 Material bioldgico y preparacion del inoculo

Se utilizo la bacteria Azotobacter vinelandii OP proporcionada por el Dr. Carlos Felipe Pefia
Malacara proveniente del Instituto de Biotecnologia de la Universidad Nacional Autdnoma
de México (UNAM). La cepa fue preservada segun lo establecido por Pefia et al., 2014 en
cajas Petri con Medio PYS modificado. EI medio de cultivo PYS modificado estaba

compuesto por sacarosa, extracto de levadura y peptona como se muestra en el Cuadro 3.

Cuadro 3 Composicion del medio PYS.

Composicion Concentracion (g/L)
Sacarosa ‘ 20
Extracto de levadura ‘ 3
Peptona ‘ 5

La cepa se inoculd segun lo que se establecio en Pefia et al., (2014) en 100 mL del medio
PYS y 1 mL de la cepa activada, se incubd a 29 °C en una incubadora (Prendo, INO 650V-

9) por 24 h, la metodologia resumida puede observarse en la Figura 7.
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Figura 7 Metodologia resumida del crecimiento de A. vinelandii OP.

Objetivo especifico 1: Determinar la correlacion entre la aplicacion de distintos voltajes,
area superficial de electrodos y concentracion del mediador sobre la produccién de
polihidroxibutirato microbiano en un sistema de fermentacion electroestimulada en

experimentos modelo.

5.3 Sistema de electrofermentacion

La evaluacion del rendimiento del polihidroxibutirato se realizé utilizando tres voltajes (0,
0.75 y 1.5), diferente area superficial de los electrodos (65.32 cm? y 195.96 cm?),los
electrodos son cilindros de acero inoxidable y también se emplearon diferentes
concentraciones de rojo neutro (0, 87.5, 175 puM). Se tomaron muestras de 15 mL cada 6 h
a partir de la hora 36, para evaluar el pH y los azucares reductores del medio fermentado.
Considerando los parametros anteriores, el funcionamiento del sistema con respecto a el
metabolismo de Azotobacter vinelandii OP se cuantificé la produccion de P3HB y la
biomasa. El sistema de una fermentacidn tradicional sin mediador y sin voltaje en los mismos

reactores incluyendo los electrodos se utilizaron como control para comparar los resultados.
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Cada uno de los extremos de los electrodos se conectd a una fuente de poder (GW Instek,

GPS 3030DD) en corriente continua mediante caimanes.

Para evaluar el voltaje se utiliz un sistema de electrofermentacion el sistema const6 de un
recipiente para fermentacion con capacidad de 90 mL. Contuvo 60 mL de medio PYS

inoculado con Azotobacter vinelandii OP y se le adicion6 mediador redox rojo neutro.

Cada uno de los electrodos se conectd a una fuente de poder de corriente continua por
caimanes mientras estaban suspendidas de un tapén de hule del recipiente. Los biorreactores
estaban bajo condiciones de 28 ° C y a una agitacion magnética de 220 rpm. Los ejemplos de

los reactores montados pueden observarse en la Figura 8.

Current Voltage

[000AJ[1.5 v

CURRENT VOLTAGE

© O

Figura 8 Disefio de los reactores para electrofermentacion de Azotobacter vinelandii OP.

5.4 Cuantificacion del rendimiento del polihidroxibutirato producido por Azotobacter
vinelandii OP bajo el efecto de fermentacion electroestimulada

La evaluacion del rendimiento del polihidroxibutirato se realizé utilizando tres voltajes (O,
0.75y 1. 5), diferente area superficial de los electrodos (65.32 cm? y 195.96 cm?), diferentes
concentraciones de rojo neutro (0, 87.5, 175 uM). Se tomaron muestras de 5 mL cada 6 h a
partir de la hora 36, para evaluar el pH del medio fermentado. Considerando los parametros
anteriores, el funcionamiento del sistema con respecto a el metabolismo de Azotobacter

vinelandii OP se cuantifico la produccién de P3HB y la biomasa. EIl sistema de una
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fermentacion tradicional sin mediador y sin voltaje en los mismos reactores incluyendo los

electrodos se utilizaron como control para comparar los resultados.

Obijetivo especifico 2: Evaluar la aplicacion del sistema de fermentacién electroestimulada

en diferentes fases de crecimiento microbiano sobre la produccion del polihidroxibutirato.

El cultivo microbiano se dividi6 en tres fases de crecimiento, segun el comportamiento del
microorganismo en el medio de cultivo: fase exponencial, fase estacionaria y fase de declive.
Las fases se identificaron mediante mediciones de biomasa. En base a los tiempos se
determinaron aquellos que permitieron obtener una biomasa para cuantificar la produccion
de P3HB. La metodologia resumida para la obtencién puede observarse en la Figura 9 donde
se resume que la extraccion y cuantificacion de P3HB se realizd mediante la metodologia
descrita por Hejna et al. (2016). Para ello, se tomaron muestras de 15 mL del cultivo
fermentado y se centrifugaron para recuperar la biomasa celular. Posteriormente, la biomasa
obtenida fue sometida a secado hasta alcanzar peso constante para determinar la biomasa
seca. A partir de esta biomasa, se utilizaron 0.1 g de células secas, las cuales fueron
resuspendidas en 5 mL de cloroformo para favorecer la extraccion del P3HB intracelular. La
suspension fue sometida a agitacion mediante vortex y posteriormente incubada bajo
agitacion durante 1 h a 28 °C para favorecer la solubilizacién del polimero. Despues, la
muestra fue centrifugada para separar los residuos celulares insolubles de la fase organica
que contenia el P3HB. Finalmente, el extracto obtenido fue recuperado y secado en horno a

60 °C durante 24 h para obtener el polimero seco y determinar su rendimiento.
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Figura 9 Metodologia resumida para la obtencion de P3HB mediante A. vinelandii OP. El
proceso incluye la recuperacion de biomasa celular, extraccion del polimero mediante
cloroformo, separacion de residuos celulares y recuperacion del P3HB seco.

5.5 Produccion de P3HB en diferentes fases de crecimiento

La biomasa se determino segun lo descrito en Pefia et al., 2014 por peso seco celular donde
se tomaron de cada biorreactor, muestras de 15 mL de Azotobacter vinelandii OP, al inicio y
al final de la fermentacion, posterior, se tomaron 0.1 g de biomasa con 5 mL de cloroformo
y se centrifugo a 4300 rpm durante 10 minutos, para después hacer peso constante.
Finalmente, se tomaron 1 mL de muestra y se midié la absorbancia a 590 nm en
espectrofotometro (Thermoscientific, Genesys 10s UV-Vis). La metodologia resumida y los
medios de cultivo utilizados durante la experimentacién, puede observarse en la Figura 10
donde se resume la evaluacion del crecimiento de Azotobacter vinelandii OP se realizaron
mediante cultivos en diferentes fuentes de carbono. Inicialmente, el microorganismo fue
activado en medio PYS y posteriormente inoculado en los medios experimentales
conteniendo sacarosa o glicerol como fuente de carbono. Los cultivos fueron incubados bajo

las condiciones establecidas y el crecimiento celular fue monitoreado mediante mediciones
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de densidad 6ptica a 600 nm. La biomasa obtenida fue utilizada posteriormente para

determinar la produccion de P3HB bajo las condiciones evaluadas.
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Figura 10 Metodologia resumida para el crecimiento de A. vinelandii OP usando diferentes
fuentes de carbono.

5.6 Extraccion y cuantificacion de P3HB (acido polihidroxibutirico)

Se uso la metodologia descrita por Hejna et al., (2016) para extraer y purificar P3HB de los
cultivos. Se resuspendieron 0.1 g de biomasa seca en 5 mL de cloroformo, para la ruptura de
lisis se utilizo el vortex para después centrifugar la muestra a 4300 rpm por 10 minutos.
Posterior a, se llevo a la incubadora por una hora a 28 °C. Finalmente, el polimero recuperado
se secd en un horno (FROILAB, AP60/156) a 60 °C durante 24 h.

Objetivo especifico 3: Estimar la produccion el polihidroxibutirato mediante el sistema de

fermentacion electroestimulada utilizando glicerol residual.

A partir de las condiciones del sistema de fermentacion electroestimulada que condujeron a
la mayor produccién de P3HB, se establecid un experimento para evaluar la capacidad del
sistema para tratar el efluente de la produccion de biodiesel a la vez que se genera un producto

de valor agregado como el P3HB.
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5.7 Produccidn de polihidroxibutirato a partir de glicerol.

El glicerol residual proveniente del efluente del proceso de produccién de biodiesel que se
realiza en la planta de biodiesel de la Facultad de Quimica se utiliz6 como fuente de carbono
para la produccion de P3HB mediante el sistema de fermentacion electroestimulada. El
glicerol residual se acondiciond para poder ser utilizado como fuente de carbono en la
fermentacion usando el sistema de fermentacion electroestimulada. Para ello, el glicerol
residual se filtr6 con una malla metalica para eliminar particulas sélidas de gran tamafio,
posteriormente se ajusté a pH 7.0 con 0.1 M HCI. Con el glicerol residual acondicionado se
evaluaron dos diluciones del glicerol residual, una con 10 g L ** de glicerol residual con 10 g
L de sacarosa y otra con 20 g L de glicerol residual suplementado con 3 g L™ de extracto
de levadura y 5 g L™ de peptona como medio para la fermentacion con los parametros
establecidos en los objetivos previos. El tratamiento que produjo mas P3HB se utilizo para
evaluar los pardmetros de calidad del efluente de la produccion de biodiesel utilizado como

medio de fermentacion. EI P3HB producido sera caracterizado estructuralmente.

Objetivo especifico 4: Cuantificar los parametros de calidad del efluente de la produccion
de biodiesel tratado mediante Azotobacter vinelandii OP usando el sistema de fermentacion

electroestimulada.

Al sistema de fermentacion electroestimulada se le evalud su capacidad de tratamiento de
aguas residuales. Para ello, el tratamiento que produjo mas P3HB se utilizd para evaluar los
parametros de calidad del efluente de la produccion de biodiesel utilizado como medio de
fermentacion. Para ello se compard la demanda quimica de oxigeno (DQO), solidos
suspendidos volatiles (SSV) y pH del medio de cultivo o influente, asi como el medio

fermentado o efluente.

5.8 Cuantificacion de la demanda quimica de oxigeno (DQO)

Se utilizé la metodologia establecida en la NMX-AA-030/2-SCFI-2011 se usaron 10 mL de
muestra y se le adicionaron 0.4 g de sulfato de mercurio y 5 mL de dicromato de potasio. Se
adicionaron 15 mL de sulfato de plata-acido sulfurico. Se digirié durante 2 horas a una
temperatura de 150 °C. Se midi6 la absorbancia a 600 nm en el espectrofotdmetro
(Thermoscientific, Genesys 10s UV-Vis).
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5.9 Determinacion de los solidos suspendidos volatiles (SSV).

Se utiliz6 la metodologia de la NOM-AA-034-SCFI-2015, primero se tom¢ una alicuota y se
Ilevo a peso6 constante una capsula de porcelana y papel filtro, el peso de ambos se registrd
como ms.

Se pesaron las capsulas y se repitid el ciclo horno-desecador hasta tener una diferencia <
0.000 5 g en dos pesadas seguidas, el resultado se registra como m,.

Usando la Ecuacion 5, se obtuvo la cantidad de sélidos suspendidos volatiles:

STV ="-7421.000 000 (1)

donde STV son los s6lidos totales volatiles en mg/L, ms es la masa obtenida de la capsula
con el residuo después de que este paso por la evaporacion en g, m, es la masa de la capsula
que tiene el residuo después de que este se calcinard expresado en gy V es el volumen de la

muestra expresada en mL siguiendo lo establecido por la NOM-AA-034-SCFI-2015.

5.10 Determinacion del pH

Siguiendo el procedimiento presentado en la NMX-AA-008-SCFI-2016, se sumergio el
electrodo en la muestra de interes, se agitdé con suavidad y se esper0 hasta que la lectura de
pH se establecid y se registraron al menos tres lecturas repetitivas, entre cada medicion se
enjuago el electrodo de pH con agua destilada.

Se reportd el promedio que se obtuvo acompafado del dato de la temperatura.

5.11 Disefio experimental

El disefio experimental que se utilizd fue factorial completa, donde se estudiaron las
interacciones de 3 variables con 3 repeticiones por experimentacion. Las variables fueron el
voltaje, area superficial de los electrodos relacionada con la cantidad de los mismos en el
medio y la concentracion del mediador rojo neutro. Se cont6 con una variable de control, que
fue una fermentacion tradicional sin la aplicacion de voltaje y sin la presencia del mediador,
como se puede apreciar en la Tabla 4. Finalmente, las variables de respuesta fueron el
rendimiento en masa del polihidroxibutirato relacionado con el sustrato consumido y la

biomasa generada.
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Cuadro 4 Variables de estudio del sistema de electrofermentacion.

Factor Nivel

Voltaje ov 0.75V 15V
Mediador 0 uM 87.5 uM 175 uM
Area superficial 65.32 cm? y 195.96 cm?
de los electrodos

5.12 Andlisis estadistico

Se realizo un analisis estadistico para evaluar la normalidad y homocedasticidad de los datos,
con el fin de determinar si estos presentaban una distribucion normal o no paramétrica.
Posteriormente, se efectud un anélisis de varianza de una via (ANDEVA), seguido de la
prueba de comparacion mdaltiple de Tukey (p < 0.05), para identificar diferencias
significativas entre las variables evaluadas. Finalmente, se aplico la prueba t de Student para
determinar diferencias significativas entre las medias de los tratamientos propuestos. Se
empleo un nivel de confianza del 95 % y un margen de error del 5 %. Los analisis estadisticos
se realizaron mediante los programas Excel y Minitab 9, mientras que la elaboracion de los

gréficos se llevd a cabo utilizando el software GraphPad Prism 8.

5.13 Consideraciones éticas

Los procedimientos se realizaron de acuerdo con las practicas de laboratorio, siguiendo la
normativa correspondiente establecida por el Comité de Seguridad e Higiene de la Facultad
de Quimica. Cabe mencionar que en este trabajo no se realizaron ensayos con humanos o
animales. Se sometio al Comité de bioética y se obtuvo un dictamen de exento con nimero
de oficio CBQ25/014.
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6 RESULTADOS Y DISCUSIONES

Obijetivo especifico 1: Determinar la correlacion entre la aplicacion de distintos voltajes,
area superficial de electrodos y concentracién del mediador sobre la produccién de
polihidroxibutirato microbiano en un sistema de fermentacion electroestimulada en

experimentos modelo.

En el Cuadro 5 se muestra el efecto de diferentes voltajes (0, 0.75 y 1.5 V), concentraciones
de rojo neutro (0, 87.5y 175 uM) y érea superficial de electrodos (65.32 cm? y 195.96 cm?)
sobre la produccion de polihidroxibutirato por Azotobacter vinelandii OP después de 48 h de

fermentacion electroestimulada.

Los resultados muestran que la combinacion de 0.75 V, 87.5 uM de rojo neutro y 195.96 cm?
de area superficial de los electrodos, presentd la mayor produccion de P3HB con 2.245 +
0.019 g/L. En contraste, los tratamientos sin mediador o con concentraciones elevadas de
rojo neutro presentaron menores rendimientos. Asimismo, se observé que el pH final de los

tratamientos disminuyd respecto al valor inicial (7.12), alcanzando valores entre 4.20 y 4.99.
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Cuadro 5 Rendimiento en la produccion de P3HB en un sistema de electrofermentacion.

Area Mediador Voltaje P3HB (g/L) pH
superficial rojo neutro V)
electrodos (nM)
0 1.79+0.19¢PE 4.42+0.127
0 0.75 1.27+0.004° 4.77+0.096
15 1.57+0.012F¢H 4.59+0.168
0 1.62+0.0115F¢ 4.43+0.052
65.32 cm? 87.5 0.75 2.05+0.012"8 4.36+0.0057
15 1.73+0.006°F 4.45+0.0057
0 1.27+0.003’ 4.73+0.096
175 0.75 2.08+0.008"® 4.20+0.0057
15 1.56+0.014¢H 4.52+0.182
0 1.89+0.18B¢P 4.39+0.12
0 0.75 1.39+0.023V 4.99+0.025
1.5 1.95+0.0398¢ 4.42+0.025
0 1.31+0.019% 4.42+0.005
195.96 cm? 87.5 0.75 2.245+0.019* 4.38+0.034
1.5 1.52+0.011¢H! 4.26+0.005
0 1.79+0.0142CPE 4.332+0.054
175 0.75 1.80+0.091PE 4.34+0.054
1.5 1.78+0.01¢PE 4.35+0.05

Letras diferentes indican diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos segln

la prueba de Tukey (a = 0.05).

El andlisis de comparacion multiple de Tukey (95 %) mostrd diferencias significativas entre

las condiciones evaluadas. La mayor produccién de P3HB se obtuvo con un area superficial
de electrodo de 195.96 cm?, 87.5 uM de rojo neutro y 0.75 V (2.245 g/L), ubicandose en el

grupo estadistico A. Este resultado indica que la combinacion de los factores evaluados

favorecid la produccién del biopolimero
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En la Figura 11 se observa que la aplicacion de 0.75 V en presencia de 87.5 uM de rojo
neutro incremento significativamente la produccion de P3HB respecto al control sin voltaje.
Bajo estas condiciones, la produccion aument6 aproximadamente 2.6 veces en comparacion
con la fermentacion tradicional que fue el tratamiento control. Sin embargo, al incrementar

la concentracion del mediador a 175 puM, el efecto positivo de la electroestimulacion

disminuya.
Superficie de electrodos
65.32 cm? 195.96 cm?
2.5 T
T : B oM
2.0
l I . _| EE 875uM
1 _
S 157 ! B 175uM
0 1 '
I 1.0 \
o '
]
0.5 '
1 '
0.0-

0 0.75 15 0 0.75 15
Voltaje (V)

Figura 11 Efecto de la concentracion de rojo neutro (0, 87.5y 175 uM), el voltaje (0, 0.75 y
1.5 V) sobre la produccion de P3HB por Azotobacter vinelandii OP a las 48 h bajo el efecto

de un sistema de fermentacion electroestimulada.

Los resultados demuestran que una concentracién 6ptima de mediador redox puede favorecer
la transferencia extracelular de electrones y redirigir el metabolismo hacia la sintesis de
P3HB. El rojo neutro probablemente facilito la regeneracion de equivalentes reductores
intracelulares como NADH/NAD+, promoviendo asi las rutas metabdlicas relacionadas con
la acumulacion del P3HB (Lai & Lan., 2021).

Los resultados obtenidos muestran una coincidencia con lo reportado por Nishio et al.,
(2014), en donde observaron un incremento del 60 % en la produccion de P3HB mediante

electrofermentacion utilizando Ralstonia eutropha y mediadores redox compatibles con el
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sistema electroquimico. De manera similar, Lai & Lan., (2021) reportaron un incremento del
30 % en la acumulacion de P3HB utilizando rojo neutro y azul de metileno como mediadores

en sistemas bioelectroquimicos.

La mejora presentada en la produccion de P3HB puede atribuirse a la modulacién metabolica
inducida por la electroestimulacion, la que favorece el flujo de electrones hacia rutas
reductivas relacionadas con la biosintesis de P3HB (Nishio et al., 2013; Kracke et al., 2015;
Lai & Lan., 2021).También, los resultados apuntan que Azotobacter vinelandii OP posee una
capacidad para interaccionar con sistemas electroquimicos, mostrando un potencial como

microorganismo electroactivo en condiciones controladas de electrofermentacion.

Los resultados muestran que la combinacion de 0.75 V, 87.5 UM de rojo neutro y 195.96 cm?
de area superficial de electrodos favorecid significativamente la acumulacion del

biopolimero, alcanzando la mayor produccion de P3HB.

Asimismo, se observo que concentraciones elevadas del mediador disminuyen el efecto
positivo de la electroestimulacion, lo que sugiere alteraciones en el equilibrio redox
intracelular. Por lo tanto, los resultados permiten establecer que existe una combinacion
optima de parametros electroquimicos capaz de modular el metabolismo microbiano y
favorecer rutas relacionadas con la biosintesis de P3HB (Rosenbaum & Franks., 2014;
Kracke et al., 2015; Lai & Lan., 2021).
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Ecuacion de regresion

PHE (g/L) = 1.70376 - 0.04213 Area superficial (cm?®)_65.32
+ 0.04213 Area su perficial (cm?)_195.96 - 0.0582 RN {(pM)_0.0
+ 0.0457 RN {(pM)_87.5 + 0.0125 RN (pM)_175.0 - 0.0885 Voltaje (V)_0.00
+ 0.1052 Voltaje (V)_0.75 - 0.0167 Voltaje (V)_1.50
- 0.0597 Area superficial (cm*)*RMN (uM)_65.32 0.0
+ 0.,0966 Area su perficial (cm®**RN (uM)_65.32 87.5
- 00369 Area superficial {cm?*RN (uM)_65.32 175.0
+ 0.0597 Area su perficial (cm®*RN (pM)_195.96 0.0
- 0.09566 Area superficial ({cm*)*RN (uM)_195.96 87.5
+ 0.0269 Area su perficial (cm®*RN (uM)_195.96 175.0
- 00122 Area superficial {cm?)*Voltaje (V)_65.22 0.00
+ 0.0361 Area su perficial (cm®*Voltaje (V)_65.32 0.75
- 0.0239 Area superficial {cm®)*Voltaje (V)_65.32 1.50
+ 0.0122 Area su perficial (cm®)*Voltaje (V)_195.96 0.00
- 0.0361 Area superficial (cm*)*Voltaje (V)_195.96 0.75
+ 0.0239 Area su perficial (cm®*Voltaje (V)_195.96 1.50
+ 0.2866 RN {(pM)*Voltaje (V)_0.0 0.00 - 0.4178 RN (pM)*Voltaje (V)_0.0 0.75
+ 0.1312 RN (uM}*Voltaje (V)_0.0 1.50 - 0.1910 RN {(uM)*Voltaje (V)_87.5 0.00
+ 0.2968 RN (uM)}*Voltaje (V)_87.5 0.75 - 0.1057 RN {pM)*Voltaje (V)_87.5 1.50
- 0.0956 RN (pM)y*Voltaje (V)_175.0 0.00 + 0.1211 RN (pM)y*Voltaje (V)_175.0 0.75
- 0.0255 RN (pM)*Voltaje (V)_175.0 1.50
+ 0.0607 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_65.32 0.0 0.00
+ 0.0029 Area su perficial (cm®*RN (uM)*Voltaje (V)_65.32 0.0 0.75
- 0.0645 Area superficial (cm?*RN (uM)*Voltaje (V)_65.22 0.0 1.50
+ 0.1100 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_65.22 87.5 0.00
- 0.1842 Area superficial (cm®*RN (uM)*Voltaje (V)_65.22 87.5 0.75
+ 0.0742 Area su perficial (cm®*RMN (uM)*Voltaje (V)_65.32 87.5 1.50
- 0.1706 Area superficial (cm*)*RMN (uM)*Voltaje (V)_65.22 175.0 0.00
+ 0.1803 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_65.22 175.0 0.75
- 00097 Area superficial ({cm®*RN (uM)*Voltaje (V)_65.22 175.0 1.50
- 0.0607 Area superficial ([cm®*RN (uM)*Voltaje (V)_195.96 0.0 0.00
- 0.0039 Area superficial (cm*)*RMN (uM)*Voltaje (V)_195.96 0.0 0.75
+ 0.0645 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_195.96 0.0 1.50
- 0.1100 Area superficial {cm®*RN (uM)*Voltaje (V)_195.96 87.5 0.00
+ 0.1842 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_195.96 87.5 0.75
- 0.0742 Area superficial {cm*)*RN (uM)*Voltaje (V)_195.96 87.5 1.50
+ 0.1706 Area su perficial (cm®**RN (uM)*Voltaje (V)_195.96 175.0 0.00
- 0.1803 Area superficial {cm?*RN (uM)*Voltaje (V)_195.96 175.0 0.75
+ 0.0097 Area su perficial (cm®*RN (pM)*Voltaje (V)_195.96 175.0 1.50

Figura 14 Ecuacion de regresion no lineal entre la relacion del area superficial de los

electrodos (cm?), concentracion de rojo neutro (RN) y voltaje (V) aplicado en el sistema de

electrofermentacion.
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Terming

Factor MNombre
ABC A Area superficial {cm?)
B RN {uh)
C Valtaje
= je (V)
C
AB
A
B
AC

T T T T T

4] 2 4 [ ] 10

Efecto estandarizado

Figura 15 Diagrama Pareto que demuestra la relacion del area superficial de los electrodos
(cm?), concentracion de rojo neutro (RN) y voltaje (V) aplicado en el sistema de
electrofermentacion.

El diagrama de Pareto se puede apreciar en la Figura 13 y muestra los efectos estandarizados
mostro que las interacciones entre los factores evaluados tuvieron una mayor influencia sobre
la produccion de P3HB que los efectos individuales. La interaccion triple entre el area
superficial del electrodo, la concentracion de rojo neutro y el voltaje (ABC) presento el mayor
efecto, seguida por la interaccion entre rojo neutro y voltaje (BC). Estos resultados indican
que la produccién de P3HB depende de la interaccion simultdnea de las condiciones
electroquimicas evaluadas, mas que del efecto aislado de cada factor. En particular, la
influencia del voltaje estuvo condicionada por la concentracion del mediador redox y el area

disponible para la transferencia electronica.

La superficie de respuesta se puede apreciar en la Figura 14 y mostré una region de maxima
produccién de P3HB bajo condiciones de 0.75 V y 87.5 uM de rojo neutro, utilizando un
area superficial de electrodo de 195.96 cm?, coincidiendo con la condicion experimental que

presento el mayor rendimiento
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Figura 16 Gréafica de superficie de respuesta que relaciona la concentracion de rojo neutro
(RN) y voltaje (V) aplicado en el sistema de electrofermentacion para la obtencion del P3HB

(g/L).

La grafica de superficie de respuesta mostro el efecto combinado del voltaje aplicado y la
concentracion de rojo neutro sobre la produccion de P3HB utilizando un area superficial de
electrodo de 195.96 cm?. Se observo que la produccion del biopolimero aumentd bajo
condiciones intermedias de electroestimulacion, alcanzando un méaximo alrededor de 0.75 V
y 87.5 UM de rojo neutro. La disminucion de la produccién de P3HB a valores mayores de
voltaje o concentraciones elevadas de mediador sugiere que la respuesta metabolica del
microorganismo depende de un equilibrio adecuado en las condiciones de transferencia
electronica. Un exceso de estimulo electroquimico podria alterar el estado redox celular o

generar condiciones desfavorables para la acumulacion del polimero.

Estos resultados coinciden con el andlisis de Pareto, donde la interaccion entre la
concentracion de rojo neutro y el voltaje presentd un efecto importante sobre la produccién
de P3HB, indicando que ambos factores acttan de manera conjunta en la modulacion del

metabolismo de A. vinelandii OP durante la electrofermentacion.
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Obijetivo especifico 2: Evaluar la aplicacion del sistema de fermentacion electroestimulada

en diferentes fases de crecimiento microbiano sobre la produccion del polihidroxibutirato.

En el Cuadro 6 y en la Figura 15 se observa la produccion de P3HB que se obtuvo cuando se
aplica el sistema de electrofermentacion en diferentes etapas de crecimiento de Azotobacter
vinelandii OP. El tratamiento de 0.75 V, area superficial de los electrodos de 195.96 cm? y
87.5 uM de mediador rojo neutro que se aplicé durante 40 h al inicio de la fase exponencial
(hora 32), es decir, en las primeras 32 horas no se aplicd voltaje y se presentd la mayor
produccion de P3HB con 4.50 + 0.33 g/L. Por otra parte, cuando el voltaje se aplic al final
de la fase exponencial (hora 72), aqui la experimentacion se dejé 96 horas, a este tratamiento

se le aplicaron 24 horas de voltaje y la produccion disminuyo hasta 1.32 + 0.41 g/L.

Cuadro 6 Aplicacion del sistema de fermentacion electroestimulada en diferentes puntos de

la fase exponencial.

Tratamiento P3HB (g/L)alas P3HB (g/L)
72 h por hora
40 h con 0.75 V las primeras 32 horas no se 4.50+0.33 0.062+0.33

aplico voltaje

18 h con 0.75 V las primeras 54 horas no se 3.54+0.2 0.049+0.2

aplico voltaje

24 h0.75 V, durante las 72 horas del tratamiento  1.32+0.41 0.014+0.2
no se aplico voltaje y el experimento duro 96
horas, es decir, se le aplicaron 24 horas de

voltaje

Los resultados indican que al aplicar voltaje al inicio de la fase exponencial (hora 36) hay
una acumulacion significativa de P3HB. Puede deberse a que durante la fase exponencial las
células tienen mayor actividad metabolica y capacidad de transferir electrones, permitiendo

que el sistema de fermentacion electroestimulada module la sintesis del biopolimero.
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Asimismo, se observé que la produccion de P3HB disminuye cuando el voltaje se aplica en
etapas méas avanzadas del crecimiento celular. Puede relacionarse con que, en la fase
estacionaria, se disminuye la actividad metabdlica y el aprovechamiento de equivalentes
reductores intracelulares (Khanna & Srivastava., 2005; Mathew et al., 2015; Li et al., 2025).

Fase de Fase Fase
latencia  exponencial estacionaria
44 : : .
| b -o- Fermentacion
| i Final .
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/'./ i
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i

0 20 40 60 80
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0.08- .
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2
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I
o
0.024
0.00-

Fase exponencial

Figura 15 Produccion de P3HB (g/L) en diferentes etapas de la fase exponencial de A.

vinelandii OP.

Estos resultados coinciden con lo reportado por Mathew et al., (2015), quienes hacen
mencion de al aplicar estimulos eléctricos en etapas tempranas del crecimiento microbiano

hay un favorecimiento en la modulaciébn metabdlica y se acelera la acumulacion de
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compuestos intracelulares. Asimismo, en el estudio de Li et al., (2025) se reporta que hay un
aumento en la produccién de etanol del 12.8 % usando 1 V en comparacién con la hora 12 y
la 30. Se determin6 que la aplicacion de voltaje durante el inicio de la fase exponencial
favorece significativamente la acumulacion de P3HB, alcanzando producciones de hasta 4.50
+ 0.33 g/L en 72 horas.

Los resultados sugieren que la etapa fisiolégica del microorganismo influye sobre la
respuesta metabdlica durante la fermentacion electroestimulada. La mayor produccion
observada al inicio de la fase exponencial presenta que las células tienen mayor capacidad
de transferencia de electrones y regeneracion de equivalentes reductores durante etapas de
elevada actividad metabdlica, favoreciendo asi la biosintesis de P3HB (Chen., 2012; Mathew
et al., 2015; Kracke et al., 2015).
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Objetivo especifico 3: Estimar la produccion y caracterizar estructuralmente el
polihidroxibutirato mediante el sistema de fermentacion electroestimulada utilizando glicerol

residual.

En la Figura 16 se presenta el crecimiento de A. vinelandii OP bajo condiciones de
fermentacién tradicional (FT) y electrofermentacion (EF). El sistema de fermentacion
electroestimulada seleccionado para las experimentaciones posteriores fue aquel que
promovié la mayor produccién de P3HB, correspondiente a las condiciones de 0.75 V, una
concentracion de rojo neutro de 87.5 uM y un area superficial de electrodos de 195.96 cm?2.
Asimismo, de acuerdo con los resultados obtenidos en el objetivo especifico 2, se determind
que la aplicacién de voltaje desde el inicio del proceso fermentativo favorece la acumulacion
de P3HB; por lo tanto, los experimentos subsecuentes se realizaron bajo estas condiciones.
Los resultados muestran que A. vinelandii OP present0 un crecimiento exponencial a partir
de las 32 h de incubacion en ambos sistemas. Sin embargo, el sistema de electrofermentacion
favoreci6 el crecimiento celular, reduciendo el tiempo de duplicacion a 6.83 h, mientras que

en la fermentacioén tradicional fue de 7.29 h.

Fase de Fase Fase
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Figura 16 Crecimiento de Azotobacter vinelandii OP en medio PYS durante 72 horas, 28 °
C, 220 rpm, donde se puede observar el crecimiento en fermentacion tradicional (FT) y en el

sistema de electrofermentacion (EF), donde el tratamiento tenia un voltaje de 0.75, mediador
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rojo neutro de 87.5y 195.96 cm? de érea superficial de los electrodos. Los datos representan

la media + la desviacion estandar (n=3).

Los resultados apuntan a que la aplicacion de voltaje favorece la actividad metabdlica del
microorganismo, posiblemente porque hay una mejora en la transferencia extracelular de
electrones. La disminucién en el tiempo de duplicacion indica que la electrofermentacion
puede acelerar la cinética de crecimiento microbiano y, asi, se favorece la sintesis de
metabolitos intracelulares como el P3HB (Rabaey & Rozendal., 2010; Rosenbaum &
Franks., 2014; Kracke et al., 2015).

Los resultados obtenidos coinciden con lo reportado por Morales., (2014), quien observé que
Azotobacter vinelandii presenta una fase logaritmica entre las 48 y 60 h de incubacion.
Asimismo, Moreno et al., (1985) reportaron que utilizando un medio Burk, A. vinelandii

ATCC 12837 inicia su fase exponencial a partir de las 48 h de cultivo.

El crecimiento de A. vinelandii ha sido estudiado bajo condiciones aerdbicas debido a que es
un microorganismo aerobio obligado. Sin embargo, existen pocos estudios relacionados con
su comportamiento en sistemas de electrofermentacion. Nishio et al., (2014) reportaron que
la aplicacion de electroestimulacion incrementd hasta en un 60 % la produccién de P3HB en

Ralstonia eutropha, lo que respalda el efecto positivo observado en el presente estudio.

En la Figura 17 se muestra el efecto del tiempo sobre la produccion de P3HB por Azotobacter
vinelandii OP utilizando sacarosa como fuente de carbono bajo condiciones de fermentacion
tradicional y electrofermentacion. El sistema electroestimulado operado a 0.75 V, 87.5 uM
de rojo neutro y 195.96 cm? de area superficial de electrodos presentd una produccion de

P3HB 1.3 veces mayor respecto a la fermentacion tradicional.
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Figura 17 Efecto del tiempo sobre la produccion de P3HB por Azotobacter vinelandii OP a
las 72 h bajo el efecto de un sistema de fermentacion electroestimulada donde el tratamiento
tenia un voltaje de 0.75, mediador rojo neutro de 87.5y 195.96 cm? de area superficial de los
electrodos y fermentacion tradicional con sacarosa como fuente de carbono, 220 rpm, 28 °C

y utilizando medio PYS. Los datos representan la media + la desviacion estandar (n=3).

El incremento en la acumulacion de P3HB bajo condiciones de electrofermentacion puede
atribuirse al efecto del mediador redox sobre la transferencia de electrones. El rojo neutro
facilitd el transporte extracelular de electrones y favorecio la regeneracion de cofactores
reductores como NADH/NAD+, asi puede dirigir el metabolismo hacia rutas biosintéticas
asociadas con la acumulacion del biopolimero. Ademas, la aplicacion de voltaje pudo
contribuir a mantener un balance redox intracelular mas favorable para la sintesis de P3HB.
Diversos estudios han reportado que los sistemas bioelectroquimicos permiten modulares
rutas metabdlicas relacionadas con compuestos de reserva intracelular (Rabaey & Rozendal.,
2010; Rosenbaum & Franks., 2014; Kracke et al., 2015; Lai & Lan., 2021).

Los resultados obtenidos son comparables con los reportados por Diaz et al., (2016), quienes
observaron acumulaciones de P3HB superiores al 60 % del peso seco celular en periodos de
fermentacion cercanos a las 72 h, en el caso de la experimentacidn de este proyecto es del 71

%. De igual forma, Dujjanutat et al., (2024) reportaron una produccion maxima de 4 g/L de
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P3HB después de 48 h de fermentacion. En el caso de la experimentacion, el porcentaje de

acumulacion es del 71 %.

Finalmente, en la Figura 18 se presentan fotografias (o0 imagenes) de los biopolimeros de
polihidroxibutirato obtenidos durante la fermentacion electroestimulada y en la Figura 19 se
puede observar las fotografias de los biopolimeros de P3HB con fermentacion tradicional.
Los biopolimeros obtenidos mediante fermentacion electroestimulada (electrofermentacion)
presentan una apariencia mas homogénea, asi como una mayor dureza y menor fragilidad.
En contraste, los biopolimeros producidos mediante fermentacién tradicional muestran una

estructura mas fréagil y quebradiza.

Figura 18 Biopolimero de P3HB obtenido durante la fermentacion electroestimulada.

Figura 19 Biopolimero de P3HB resultante de la fermentacion tradicional.

En el Cuadro 7 se presenta la produccion de P3HB obtenida utilizando diferentes fuentes de
carbono bajo condiciones de fermentacion tradicional y electrofermentacion. Los resultados
muestran que la sacarosa fue la fuente de carbono que favorecié en mayor medida la

produccién de P3HB, alcanzando 2.4 + 0.2 g/L en el sistema de electrofermentacion.

Cuadro 7 P3HB (g/L) obtenido a las 72 h en fermentaciones tradicionales y en el sistema de

fermentacién electroestimulada con diferentes fuentes de carbono.
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Tratamiento P3HB (g/L)

Fermentacion sacarosa 1.78+0.02
Electrofermentacion sacarosa 2.41+0.03
Fermentacion glicerol grado reactivo 0.5+0.009
Electrofermentacion glicerol grado reactivo 1.46+0.08

Fermentacion sacarosa y glicerol grado reactivo 0.21+0.018

Electrofermentacion sacarosa y glicerol grado 0.82+0.016

reactivo
Fermentacion glicerol residual 0.28+0.02
Electrofermentacion glicerol residual 0.915+0.013

Por otra parte, los tratamientos con glicerol grado reactivo y glicerol residual también
presentaron produccion de P3HB, aunque en menor proporcidn respecto a la sacarosa. En el
caso del glicerol residual, la electrofermentacion permitié incrementar la produccion de
P3HB hasta 0.915+ 0.37 g/L, mientras que la fermentacién tradicional Unicamente alcanzé
.28+ 0.56 g/L. Los resultados obtenidos muestran que la produccion de P3HB fue superior
cuando se utilizo sacarosa como fuente de carbono, tanto en fermentacion convencional como
en electrofermentacion. En contraste, los tratamientos con glicerol presentaron menores
concentraciones de P3HB, lo cual puede estar relacionado con diferencias en el metabolismo
del carbono y el estado redox celular. Aunque el glicerol representa una fuente de carbono
atractiva por su disponibilidad y bajo costo, su metabolismo genera una mayor cantidad de
equivalentes reductores, principalmente NADH, lo que puede modificar el balance redox

intracelular y afectar la distribucion del flujo metabédlico hacia la sintesis de P3HB.

Asimismo, la combinacion de sacarosa y glicerol produjo una disminucion en la acumulacion

de P3HB, posiblemente debido a una redistribucion del carbono hacia rutas de crecimiento
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celular y mantenimiento metabdlico, limitando la conversion del carbono hacia compuestos
de almacenamiento. Por ello, la composicion del sustrato y la relacion carbono/electrones

disponibles son factores determinantes para favorecer la sintesis de P3HB en A. vinelandii.

En la Figura 20 se observa que el sistema de electrofermentacion increment6
significativamente la produccion de P3HB en comparacion con los controles sin aplicacion
de voltaje. No obstante, al utilizar glicerol residual como fuente de carbono, el efecto positivo
de la electroestimulacion disminuy6 parcialmente, probablemente debido a la presencia de
impurezas asociadas al proceso de produccion de biodiésel, tales como metanol, jabones y

acidos grasos libres (Yoshida et al., 2022).

Bl Fermentacion
Bl Electrofermentacion

PHB (g/L)

Sacarosa Sacarosa/ Sacarosa/ Glicerol
glicerol  glicerol residual
grado  residual
reactivo

Tratamientos

Figura 20 Produccién de P3HB por Azotobacter vinelandii OP a las 72 h bajo el efecto de
un sistema de fermentacion electroestimulada (electrofermentacion) donde el tratamiento
tenia un voltaje de 0.75, mediador rojo neutro de 87.5 y 195.96 cm? de area superficial de los
electrodos y fermentacién tradicional usando diferentes fuentes de carbono, 220 rpm, 28 °C,

medio PYS. Los datos representan la media + la desviacion estandar (n=3).
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A pesar de ello, los resultados demuestran que Azotobacter vinelandii OP posee capacidad
para utilizar glicerol residual como fuente de carbono, lo cual representa una alternativa
biotecnoldgica importante para el aprovechamiento de residuos agroindustriales bajo un

enfoque de economia circular.

Estos resultados coinciden con Yoneyama et al., (2015), quienes reportaron que A. vinelandii
puede acumular P3HB utilizando glicerol como Unica fuente de carbono en medios limitados
en nitrégeno. Asimismo, Yoshida et al., (2022) demostraron que el uso de glicerol residual
permite obtener rendimientos importantes de P3HB, validando el potencial de este
subproducto industrial como materia prima biotecnol6gica. De manera similar, Lai & Lan.,
(2021) reportaron un incremento del 30 % en la acumulacion de P3HB utilizando sistemas
de electrofermentacion y mediadores redox, atribuyendo este efecto a la optimizacion de la

transferencia extracelular de electrones.

Los resultados demostraron que Azotobacter vinelandii OP es capaz de crecer y producir
P3HB utilizando este subproducto de la industria del biodiésel, aun en presencia de
impurezas asociadas al glicerol residual. Ademas, el sistema de electrofermentacion
incremento significativamente la produccion de P3HB respecto a la fermentacion tradicional,
lo que indica que la aplicacion de potencial eléctrico favorece la transferencia extracelular de

electrones y mejora el balance redox intracelular relacionado con la sintesis del biopolimero.

Aunque el glicerol no presenté la mayor produccion de P3HB bajo las condiciones evaluadas,
representa un sustrato de interés debido a su bajo costo y disponibilidad como residuo
industrial. Los resultados sugieren que es necesario optimizar pardmetros como
concentracion de glicerol, relacién C/N, intensidad eléctrica y condiciones redox para

favorecer su conversién hacia P3HB.
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Obijetivo especifico 4: Cuantificar los pardmetros de calidad del efluente de la produccion
de biodiesel tratado mediante Azotobacter vinelandii OP usando el sistema de fermentacion
electroestimulada.

Los valores de pH inicial y final obtenidos durante los tratamientos fermentativos se muestran
en el Cuadro 8. Los resultados indican que los tratamientos con sacarosa presentaron una
disminucién considerable del pH, alcanzando valores finales cercanos a 4.38-4.39, dicha
condicion, compromete el crecimiento de A. vinelandii OP. En contraste, los tratamientos

con glicerol residual mantuvieron valores de pH mas cercanos a la neutralidad.

Cuadro 8 Valores de pH obtenidos en fermentaciones tradicionales y en el sistema de

fermentacion electroestimulada con sacarosa y glicerol residual como fuentes de carbono.

Tratamiento pH inicial pH final
Fermentacion sacarosa 7.12 4.394+0.04
Electrofermentacion sacarosa 7.12 4.38+0.025

Fermentacion glicerol residual 7.12 7.48+0.2
Electrofermentacion glicerol residual 7.12 5.57+0.26

En la Figura 21 podemos observar la comparativa de los valores finales de pH obtenidos en
los tratamientos del sistema de fermentacion electroestimulada y la fermentacion tradicional

con sacarosa Y glicerol residual como fuentes de carbono.
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Figura 21 Valores de pH sobre la produccion de P3HB por Azotobacter vinelandii OP a las
72 h bajo el efecto de un sistema de fermentacion electroestimulada (electrofermentacion)
donde el tratamiento tenia un voltaje de 0.75, mediador rojo neutro de 87.5y 195.96 cm2 de
area superficial de los electrodos y fermentacion tradicional usando diferentes fuentes de
carbono, 220 rpm, 28 °C, medio PY'S. Los datos representan la media + la desviacion estandar
(n=3).

La disminucién del pH en los tratamientos con sacarosa puede atribuirse a la acumulacion de
acidos organicos generados durante el metabolismo bacteriano. Se ha reportado que
Azotobacter spp. puede disminuir el pH del medio hasta valores inferiores a 5.0 debido a la

oxidacién incompleta de carbohidratos (Xafenias et al., 2015).

También se indican que el rango 6ptimo de crecimiento para Azotobacter vinelandii se
encuentra entre pH 7.0 y 7.5. Por debajo de pH 6.0 disminuye significativamente la actividad
metabolica, la sintesis de proteinas y la capacidad de fijacion de nitrogeno (Chen., 2012;
Ledn & Rojas., 2015; Moreno et al., 2026).

Comparando los resultados obtenidos, en Xafenias et al., (2015) se utiliz6 un pH inicial de

6.9 y el pH final fue de 5.7 utilizando un medio con glicerol. Ademas, en Ledn & Rojas et
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al., (2015) se utiliz6 un pH inicial de 6.9 y el pH final fue de 4.8 utilizando un medio con

Sacarosa.

En el Cuadro 9 podemos observar los resultados de DQO donde se muestran que los
tratamientos con glicerol residual presentaron concentraciones considerablemente mayores
respecto a los tratamientos con sacarosa. El tratamiento de electrofermentacion con glicerol
residual presenté una DQO inicial de 1753.57+7.95 mg/L y una DQO final de 1063.57+6.54
mg/L.

Cuadro 9 Valores de DQO (mg O2/L) obtenidos en fermentaciones tradicionales y en el

sistema de fermentacion electroestimulada con sacarosa y glicerol residual como fuentes de

carbono.
Tratamiento DQO en mg DQO en mg O,/L
O»/L inicial sobrenadante
Medio sacarosa 374.52 +6.44 230.23+5.94
Fermentacion sacarosa 677.38+3.59 417.86+5.01
Electrofermentacion 577.85+£5.94 189.29+10.30
sacarosa
Medio glicerol 1201.19+7.95 782.61+7.33
Fermentacion glicerol 1571.66+3.58 824.53+7.04
residual
Flectrofermentacion 1753.57+£7.95 602.142+3.77

glicerol residual

La disminucién observada en la DQO después del proceso fermentativo indica que
Azotobacter vinelandii OP fue capaz de consumir parcialmente la materia organica presente
en el medio. Sin embargo, los valores finales permanecieron por encima de los limites
méaximos permisibles establecidos por la NOM-001-SEMARNAT-2021, los cuales oscilan
entre 150 y 200 mg/L dependiendo del tipo de descarga, con excepcion de la

electrofermentacion con sacarosa. En la Figura 22, podemos ver la disminucién de los valores

67



de DQO durante un periodo de 72 horas en fermentacion tradicional y electrofermentacion

utilizando sacarosa y glicerol como fuentes de carbono.

1500 .,
-~ Fermentacion sacarosa
- Electrofermentacion
= ) ® sacarosa
8 1000
o . Fe_rmentacu_)n
3 glicerol residual
8, 5004 Electrofermentacion
—— . .
a glicerol residual
O 1 | 1 1
0 20 40 60 80

Tiempo (h)

Figura 22 Valores de DQO (mg Oo/L) sobre la produccion de P3HB por Azotobacter
vinelandii OP a las 72 h bajo el efecto de un sistema de fermentacion electroestimulada
(electrofermentacion) donde el tratamiento tenia un voltaje de 0.75, mediador rojo neutro de
87.5y 195.96 cm? de area superficial de los electrodos y fermentacion tradicional usando
diferentes fuentes de carbono, 220 rpm, 28 °C, medio PYS. Los datos representan la media

+ la desviacion estandar (n=3).

El glicerol residual proveniente de la industria del biodiésel presenta cargas organicas
extremadamente elevadas debido a la presencia de glicerol, metanol, jabones y acidos grasos
libres. Tomczak et al., (2025) reportaron valores de DQO cercanos a 1,023,000 mg/L en
glicerol industrial, mientras que Mohiyaden et al., (2019) reportaron valores de hasta
1,600,000 mg/L.

Por lo tanto, el aprovechamiento biotecnolédgico del glicerol residual mediante sistemas de
electrofermentacion representa una alternativa prometedora para disminuir el impacto
ambiental asociado a este residuo industrial y, simultdneamente, obtener productos de valor

agregado como el P3HB.

68



En el Cuadro 10 y en la Figura 23 podemos apreciar resultados de sélidos suspendidos
volatiles muestran que los tratamientos con glicerol residual presentaron mayores
concentraciones respecto a los tratamientos con sacarosa. El valor maximo se obtuvo en la

fermentacion con glicerol residual con 28.88 + 3.38 mg/L.

Cuadro 10 Valores de SSV (mg/L) obtenidos en fermentaciones tradicionales y en el sistema

de fermentacion electroestimulada con sacarosa y glicerol residual como fuentes de carbono.

Tratamiento SSV (mg/L)
Medio de cultivo sacarosa 6.66+1.08
Fermentacion sacarosa 17.77+£3.84
Electrofermentacion sacarosa 11.11+3.85
Medio de cultivo glicerol residual 22.22+3.84
Fermentacion glicerol residual 28.88+3.38
Electrofermentacion glicerol residual 20+6.6
40 .,
Bl Fermentacion
—|— Bl Electrofermentacion
30
=
2
£204 |
>
)
%)
104
0

I I —

Sacarosa Glicerol residual
Tratamiento

Figura 23 Valores de SSV (mg/L) de diferentes tratamientos sobre la produccién de P3HB
por Azotobacter vinelandii OP a las 72 h bajo el efecto de un sistema de fermentacion

electroestimulada y fermentacion tradicional.
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El comportamiento de los SSV estuvo influenciado por el pH del medio. En los tratamientos
donde el pH disminuyé por debajo de 6.0, la actividad metabdlica y el crecimiento celular se
favorecieron, ya que hubo un mayor aprovechamiento de la fuente de carbono y se permitié
la acumulacion de biomasa y P3HB, por el contrario, con el tratamiento que tuvo un pH
mayor a 6.0, donde la produccién no fue favorable (Khanna & Srivastava., 2005; Chen.,
2012).

Los resultados obtenidos en los Cuadros 8-10 y Figuras 18-20 permitieron cumplir el
objetivo especifico 4, debido a que se evaluaron parametros de calidad del efluente tales
como pH, demanda quimica de oxigeno (DQO) y sélidos suspendidos volatiles (SSV)

después del tratamiento mediante electrofermentacion.

La disminucion observada en la DQO indica que Azotobacter vinelandii OP fue capaz de
consumir parcialmente la carga organica presente en el glicerol residual. Asimismo, los
resultados de SSV y pH muestran que el sistema de electrofermentacion favorecié el
crecimiento microbiano y contribuyé parcialmente a estabilizar las condiciones del medio
fermentativo (Kracke et al., 2015; Yoshida et al., 2022).

Aunque los valores finales de DQO permanecieron por encima de los limites establecidos
por la NOM-001-SEMARNAT-2021, los resultados demuestran el potencial del sistema de
electrofermentacion como una alternativa biotecnologica para el tratamiento y valorizacion

de residuos derivados de la industria del biodiésel.

7 CONCLUSIONES

Azotobacter vinelandii OP posee un comportamiento compatible con los sistemas
electroquimicos, por lo que puede ser considerada como una bacteria que tiene potencial para
ser electroactiva en condiciones controladas de electrofermentacion. La aplicacién de
estimulos eléctricos, en combinacion con el mediador redox rojo neutro, demostro tener un
efecto significativo sobre la modulacién metabdlica del microorganismo, favoreciendo asi la
sintesis de P3HB en comparacion con la fermentacién tradicional. Asimismo, se comprob6

que la etapa fisiolégica del microorganismo tuvo un efecto importante sobre la respuesta
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metabdlica frente a la electroestimulacion. La aplicacion del voltaje al inicio de la fase
exponencial incrementd significativamente la produccién de P3HB, lo que sugiere que
durante esta etapa existe una mayor actividad metabolica, disponibilidad de equivalentes
reductores y capacidad de transferencia extracelular de electrones. Este efecto depende tanto
del voltaje como de la concentracion del mediador, confirmando que la electroestimulacion

es una estrategia viable para optimizar la produccion de biopolimeros.

A. vinelandii OP fue capaz de consumir parcialmente la carga organica presente en el glicerol
residual, evidenciando el potencial de la electrofermentacién como alternativa biotecnolégica
para el tratamiento y valorizacion de residuos derivados de la industria del biodiésel. Aunque
los valores finales de DQO permanecieron por encima de los limites establecidos por la
NOM-001-SEMARNAT-2021, el sistema mostré capacidad para reducir parcialmente la

carga contaminante mientras genera productos de valor agregado

Por tal motivo, integrar la electrofermentacion junto con el aprovechamiento de residuos
agroindustriales como lo es el glicerol residual, es una propuesta biotecnologica con alto
potencial para la eficiencia en la produccion de P3HB, reducir los costos del proceso y
mitigar los contaminantes provenientes de la industria del biodiesel. Finalmente, la evidencia
generada en este estudio profese las bases para futuras evaluaciones de optimizacion del
sistema, hacerlo escalable y validar el uso de efluentes agroindustriales. Como perspectivas,
se propone la caracterizacion estructural del P3HB, ademas de analizar el cambio en la

expresion genética y metabdlica de Azotobacter vinelandii.
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9. ANEXOS

Cuadro 51 Analisis de varianza realizado para evaluar el efecto del &rea superficial de los
electrodos, la concentracion de rojo neutro y el voltaje aplicado, asi como sus posibles
interacciones, sobre la produccion de P3HB.

MC
Fuente GL SC Ajust. Ajust.  Valor F Valor p
Avrea superficial (cm?) 1 0.09583 0.095828 21.13 0.000
RN (uM) 2 0.10136 0.050678 11.18 0.000
Voltaje (V) 2 0.34522 0.172612 38.07 0.000

Avrea superficial (cm?)*RN (uM) 2 0.25647 0.128236 28.28 0.000
Avrea superficial (cm?)*Voltaje (V) 2 0.03635 0.018173 4.01  0.027
RN (uM)*Voltaje (V) 4 2.60483 0.651209 143.62 0.000
Area  superficial (cm?)*RN 4 0.72679 0.181698 40.07 0.000
(UM)*Voltaje (V)
Error 36 0.16323 0.004534
Total 53 4.33009

Cuadro 16 Prueba Tukey para el area superficial de los electrodos

Area

superficial

(cm?) N Media Agrupacion
195.96 27 1.74589 A

65.32 271.66164 B

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Cuadro 17 Prueba Tukey para la concentracion de rojo neutro (RN)

RN

(LUM) N Media Agrupacion
87.5 181.74947 A

175.0 181.71625A

0.0 18 1.64557 B
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Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Cuadro 18 Prueba Tukey para el voltaje (V)

Voltaje

(V) N Media Agrupacion
0.75 181.80897 A

1.50 181.68704 B

0.00 181.61527 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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