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Resumen: Las biorrefinerias (BRF) que procesan residuos sélidos urbanos con una configuracion “HMZS” tienen las etapas de produccion:
Biohidrégeno (H), Metano (M), enzimas de interés industrial (Z) y licores sacarificados (S), en esta ultima etapa se propone el aprovechamiento
los licores sacarificados como sustrato para la producciéon de acido hialurénico (AH). En este trabajo se elabord una revision critica del perfil de
produccién microbiana de AH vy la utilizacidn de residuos organicos como sustrato para identificar el proceso de producciéon de AH que pueda
adaptarse en la etapa S de la BRF-HMZS. En la produccion microbiana de AH se utilizan cepas de Streptococcus zooepidemicus que naturalmente
producen AH y alcanza concentraciones de 6.9 g/L, sin embargo, debido a la patogenicidad de dichas bacterias se han desarrollado bacterias y
hongos recombinantes que son inocuos y mediante transformacién genética alcanzan concentraciones de 28.7 g/L. Hasta ahora la informacion
sobre residuos organicos como sustrato en la produccion de AH es muy escasa y se ha reportado el uso de estos sustratos para Streptococcus
zooepidemicus Unicamente. Los tipos de residuos organicos que se han explorado son savia de palma, melazas de cafia, licor de maiz fermentado
y almidén como la fuente de carbono (C). Este ultimo ha mostrado la concentracién de AH de 6.7 g/L mientras que para proveer la fuente de
nitrégeno (N) se ha explorado la proteina de soya, residuos de pescado y lana de oveja que han alcanzado concentraciones de 4.0 g/L. Finalmente,
la evaluacion econdmica ha mostrado menores costos de produccién de AH cuando se utilizan los residuos organicos como fuentes de Cy/o N en
comparacioén con las fuentes de Cy N convencionales. La produccién microbiana de AH aprovechando los licores sacarificados proveeria de un
producto de alto valor agregado para dar sostenibilidad ambiental y econémica a las BRF-HMZS.
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Production of hyaluronic acid as a value-added product from organic waste to integrate an
HMZS-type biorefinery that processes municipal solid waste.

Abstract: Biorefineries (BRF) that process municipal solid waste with a “HMZS” configuration are composed of the production stages: Biohydrogen
(H), Methane (M), enzymes of industrial interest (Z) and saccharified liquors (S). In this last stage, the use of saccharified liquors as a substrate to
produce hyaluronic acid (HA) is proposed. In this work, a critical review of the microbial HA production profile and the use of organic waste as a
substrate was carried out to identify the HA production process that can be adapted to the S stage in the BRF-HMZS. In the microbial production
of HA, strains of Streptococcus zooepidemicus that naturally produce HA are used and its production reaches HA concentrations of 6.9 g/L.
However, due to the pathogenicity of Streptococcus bacteria, innocuous bacteria and fungi recombinants have been developed and through
genetic transformation, these recombinant bacteria have shown production of HA in concentrations of 28.7 g/L. Currently, the information on
organic residues as substrate in the HA production is very scarce and the use of these substrates has only been reported for Streptococcus
zooepidemicus. The types of organic waste that have been explored include palm sap, sugarcane molasses and corn steep liquor and starch as
the carbon (C) source. This last substrate has shown an HA concentration of 6.7 g/L while to provide the source of nitrogen (N) soy protein, fish
residues and sheep wool have been explored, which have reached concentrations of 4.0 g/L. Finally, the economic evaluation has shown lower
HA production cost when organic residues are used as sources of C and/or N compared to conventional C and N sources. The microbial production
of AH taking advantage of saccharified liquors would provide a product with high added value to achieve environmental and economic
sustainability of the BRF-HMZS.

Keywords: hyaluronic acid; municipal solid waste; biorefinery, sustainability
Introduccién

La generacion de residuos son una consecuencia del crecimiento de la poblacidn, la urbanizacion y el crecimiento
econdmico que hoy en dia continta siendo uno de los mas grandes desafios mundiales. Se estima que la generacién
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anual de residuos a nivel mundial es de 2,010 millones de toneladas compuesta principalmente por desechos de comida
y podas representando el 44% del total, seguido reciclables secos como papel y cartén (17%), plasticos (12%), vidrio
(5%) y metal (4%) (Kaza et al., 2018).

A pesar de los métodos de tratamiento de residuos sélidos que han surgido, como la digestidn anaerobia, composteo,
pirédlisis, gasificacion e incineracidon (Kumar et al., 2023; Kundariya et al., 2021; Naveenkumar et al., 2023) la gran
mayoria de los paises de ingresos medios y bajos realiza la disposicién de residuos en tiraderos a cielo abierto y rellenos
sanitarios, de acuerdo con los autores Kaza et al. (2018) los métodos de tratamiento y disposicion utilizados en América
Latina son rellenos sanitarios (52%), basureros a cielo abierto (27%) y en menor proporcidn en basureros controlados
(15%) y reciclaje (4.5%).

Una alternativa que actualmente esta llamando fuertemente la atencion para el tratamiento de los residuos sélidos
urbanos (RSU) es un enfoque de biorrefinerias (BRF) (Duan et al., 2022; Khoshnevisan et al., 2020; Ladakis et al., 2022;
Shah et al.,, 2022). En las BRF se puede dar una valorizacion a todos los residuos y obtener biocombustibles,
biomateriales, productos quimicos y alimentos, adicionalmente a la obtencién de energia, desde una perspectiva de
sustentabilidad, una huella de carbono neutral y sin el conflicto alimentos vs energia (Fava et al., 2015; Poggi-Varaldo
et al., 2014).

El Grupo de Biotecnologia Ambiental y Energias Renovables (GBAER, por sus siglas en espafiol) del Departamento de
Biotecnologia y Bioingenieria del CIENVESTAV ha disefiado una BRF que procesa los RSU en donde se recuperan los
materiales reciclables convencionales como aluminio, fierro y plasticos, y se separa la fraccidon organica la cual es
procesada mediante métodos y procesos biotecnoldgicos obteniendo como productos finales bioenergias y
bioproductos (Escamilla-Alvarado et al., 2014; Sotelo-Navarro et al., 2022).

Esta configuracién de BRF fue nombrada “HMZS” por las etapas de produccién de los productos que se obtienen:
biohidrégeno (H), Metano (M), enzimas de interés industrial (Z) y licores sacarificados (S). De acuerdo con los resultados
reportados por los autores Escamilla-Alvarado et al. (2017) y Sotelo-Navarro et al. (2022) esta configuracion presenta
sostenibilidad ambiental en el analisis de ciclo de vida, aunque la sostenibilidad econdmica es incierta debido a que la
informacidn sobre los beneficios econdmicos es escasa y es un tema en el que falta desarrollo e investigacion.

Actualmente, el GBAER esta proponiendo la configuracion de una BFR del tipo HMZS que incorpore la produccién de
acido hialurdnico (AH) en la etapa S para aprovechar los licores sacarificados. La importancia de considerar la
produccién de AH en estas BFR es porque actualmente es un producto de alto valor agregado que de acuerdo con los
prondsticos del mercado mundial su valor econémico, ya de por si muy alto, incrementara en el corto y largo plazo
(Grand View Research, 2023).

El AH tiene diferentes aplicaciones biomédicas, cosméticas, alimenticias, en salud y medicina (de Oliveira et al., 2016;
Qiu et al.,, 2021; Shikina et al., 2022), es producido por microorganismos que producen AH naturalmente como
Streptococcus (Rigo et al., 2023; Shikina et al., 2022) y otros que aunque no producen AH naturalmente mediante
transformaciones genéticas han mostrado una alta produccion de AH (Chahuki et al., 2019; Cheng et al., 2019; Jin et
al., 2016), estos microorganismos requieren fundamentalmente de una fuente de carbono (C) y una de nitrégeno (N)
para producir de AH.

El objetivo de este trabajo fue elaborar una revision critica de la producciéon microbiana de AH y la utilizacién de
residuos organicos como sustrato para identificar el proceso, los tipos de microrganismos que producen AH y su perfil
de produccion de AH para identificar el proceso que se pueda adaptar en la etapa S de una BRF-HMZS.

Materiales y Métodos

Se realizd una revisidn critica del proceso de produccion microbiana de AH, los microorganismos productores de AH,
los residuos organicos utilizados como sustratos en la produccidn de AH vy el perfil de produccidon de AH mediante la
consulta y andlisis de los datos reportados en la bibliografia cientifica sobre el tema de los ultimos 15 afios. La
bibliografia fue consultada en las principales bases de datos de articulos cientificos, tales como, Scopus, ScienceDirect,
WebofScience y mediante las palabras de busqueda: acido hialurénico, produccién de acido hialurdnico,
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caracterizacién de acido hialurénico. Los datos sobre los métodos, procesos, condiciones de produccién y produccion
de AH se registraron en una base de datos para analizar e identificar los procesos y condiciones de produccién que sean
compatibles para ser integrados en la etapa S de la BFR-HMZS.

Resultados y Discusion
Produccion microbiana de dcido hialurénico con bacterias nativas y recombinantes

El AH es un polisacarido no ramificado, uniformemente repetitivo y lineal compuesto de 2000-25,000 disacaridos de
acido glucurdnico y N-acetilglucosamina unidos alternadamente por enlaces glucosidicos B-1-3 y B-1-4 (Abatangelo et
al.,, 2020; Chong et al., 2005), tiene aplicaciones en oftalmologia, reumatologia, otorrinolaringologia, urologia, en
cirugias, como sistema de administracidén de farmacos, su uso mas frecuente es en dermatologia como relleno dérmico
para el tratamiento de las arrugas y para cubrir heridas e ingenieria de tejidos (Abatangelo et al., 2020; Chang et al.,
2021; de Oliveira et al., 2016; Rigo et al., 2023). Estas aplicaciones se definen por el peso molecular (MW, por sus siglas
en inglés) del AH (Duan et al., 2008; Qiu et al., 2021) que se puede clasificar de tres formas de acuerdo con los autores
Abatangelo et al. (2020) y Qiu et al. (2021): (i) AH de alto MW, > 1MDa que tiene acciones antiinflamatorias y se utiliza
en la inyeccién de cavidad articular para restaurar la viscoelasticidad del tejido articular y reparar la degeneracion del
cartilago, asi como en las cirugias plasticas y cosméticas; (ii) AH de bajo MW cuyo valor se encuentra entre 0.01-1 MDa
el cual el cuerpo humano lo absorbe mejor mostrando acciones proinflamatorias y promoviendo la remodelacion de
tejido en el proceso de cicatrizacion de heridas; (iii) son oligosacaridos, su MW es menor a 0.01 MDa'y sus aplicaciones
son en el campo alimenticio, cuidado de la salud y medicina.

Existen dos tipos de bacterias que producen AH naturalmente, estas con Streptococcus del grupo Ay C, y Pasteurella
multocida (Rigo et al., 2023; Shikina et al., 2022). Los Streptococcus son bacterias gram-positivas, no esporulantes, no
moviles y son tipicamente patdgenos a animales, estas bacterias aparecen como células esféricas u ovoides que
normalmente estan dispuestas en pares o cadenas rodeadas de una extensiva capsula extracelular que es donde se
sintetiza el AH (Chong et al., 2005).

La especie Streptococcus equi subsp. equi y predominantemente S. equi subsp zooepidemicus son con los que
comunmente se realiza la produccidon comercial de AH (Cavalcanti et al., 2020; de Oliveira et al., 2016; Long Liu et al.,
2011). El AH es sintetizado por la sintasa AH (HAS por su sigla en inglés) y en S. equi subsp zooepidemicus es sintetizado
por el operon has compuesto por 5 genes: (i) hasA, que codifica la sintasa de hialurdnato; (ii) hasB que codifica UDP-
glucose dehydrogenase; (iii) hasC que codifica UDP-glucose pyrophosphorylase; (iv) hasD que codifica N-acetyl-
glucosamine-1-phosphate uridyltransferase (glmU); y (v) hasE que codifica glucosa-6-phosphate isomerase (pgi) (Blank
et al., 2008; Crater et al., 1995; Crater y Van de Rijn, 1995; Dougherty y Van de Rijn, 1993). En la Tabla 1 se presenta las
cepas de Streptococcus zooepidemicus, sus condiciones de cultivo y produccién de AH.

En la Tabla 1 se observa que el tipo de reactor utilizado es intermitente con capacidades de 2 a 7 litros en condiciones
de 37°C de temperatura, pH de 7, velocidad de agitacion que varia de 200 a 600 rpm y aireacion de 0.5 a 2 vvm. Se
utiliza glucosa o sacarosa como fuente de Cy extracto de levadura como fuente de N y se le agregan suplementos como
MgS04 y K2HPOA4. De esta manera, las producciones mas altas de AH que se reportan son de 5 a 6.6 g/L de alto MW.

Para aumentar la produccion de AH en las bacterias de Streptococcus se ha reportado estudios sobre la transformacién
genética en las cepas de S. zooepidemicus en las que se ha aplicado mutagénesis con UV que han logrado producciones
ligeramente mas altas de AH de hasta 6.94 g/L con alto MW. En La Tabla 2 presenta las intervenciones genéticas a
Streptococcus zooepidemicus, las condiciones de cultivo y produccion de AH.

De acuerdo con la Tabla 2, son pocos los estudios reportados con trasformaciones genéticas a cepas de Streptococcus
y en el estudio mas reciente los autores Zhang et al. (2023) ademas de someter la bacteria a mutagénesis, construyeron
y amplificaron un plasmido recombinante con lo que dicha cepa alcanzé la produccion de AH de 29.38 g/L que es hasta
ahora la mayor produccién de AH reportada.
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Tabla 1. Cepas productoras nativas de acido hialurénico, condiciones de cultivo, produccién y peso molecular.

Tipoy

; Peso
capacidad Condiciones de  Fuente de Cy Suplementos Produccion )
Cepas . . molecular Referencias
de biorre- cultivo N (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
Gl H t al. (2006);
Temperatura: 37°C ucosa o MgSOa: uang etal. ,)'
StreptococcUs H: 7 sacarosa: 20- 04-15 Rangaswamy y Jain
zooei))idemicus Batch AgitaciZn: 300-400 60 KHPOS: 0.6-5 2139 (2008);Huangetal
2-10L el Extracto d e ~ 2008); J th
ATCC 39920 rpm xractode 55 55 (2008); Jagannath y
Aereacidn: 1-2 vvm levadura: 3.2 NaCl: 1-2 Ramachandran
’ al2s ' (2010)
T tura: 37°C
Streptococcus Batch empe}_ll'.a7u;a5 Sacarosa: 70 MgSOa: 2
zooepidemicus 71 A itaFc)ié.n' 2(')0 o Extractode  K;HPO4: 1.3 6.6 - Liu et al. (2008)
WSH-24 grtacion: S92 TPM o vadura: 25 NaHPO.: 6
Aereacion: 0.5 vwvm
T tura: 37°C
Streptococcus Batch emperi' .u;a Glucosa: 70  MgS04: 0.4
zooepidemicus . p ' Extractode  K;HPO,4: 1.8 4.75 2.46 Liu et al. (2018)
10L Agitacién: 600 rpm .
HA-13-06 levadura: 10  Triptona: 5

Aereacion: 1 vwm

Tabla 2. Cepas productoras nativas de acido hialurénico con transformaciones genéticas, condiciones de cultivo, produccién y
peso molecular.

Tipoy
Peso
capacidad Condicionesde FuentedeCy Suplementos Produccién .
Cepas R i molecular Referencias
de biorre- cultivo N (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
Streptococcus Temperatura: 37°C  Glucosa: 40
zooep idemicus  Batch pH: 7 Extracto de MgS0a: 1 Duan et al
P Agitacion: 160-600 levadura: 10  K;HPO4: 2.5 3.48-3.61 1.22-2.19 ’
ATCC 39920 5L ) (2008)
N rpm Polipeptona: NaCl: 2
Aereacion: 0.6 vvm 20
Streptococcus Temperatura: 36°C  Peptona de MeSO
zooepidemicus  Batch pH: 7 caseina: 20 K 5P04 6.94 59 Im et al.
1D9102 75L Agitacién: 120 rpm  Extracto de S ' ' (2009)
* Aereacién: 0.5vwm levadura: 6
Batch MgS0,: 3
Streptococcus :f Temperatura: 37°C  Glucosa: 80 gN N
zooepidemicus \rradiaci pH: 7-7.5 Extracto de acetilelucosa 59.38 Zhang et al.
ATCC 39920 6n de 50 Agitacion: 200-600 rpm levadura: 6 nfina ) (2023)
ok A ién: 2 Peptona: 20
150s ereacion: = vvm eptona Fosfatidilcolina

*Mutagénesis por y N-metil.N’-nitro-N-nitroso-guanidine (NTG); **Mutagénesis UV, Construccidon y amplificaciéon de un plasmido recombinante
utilizando E.coli JM109 para producir la hialurinasa SzHYal.

El tipo de biorreactor reportado en estas cepas de S. zooepidemicus con mutagénesis es Batch con capacidades del
biorreactor de 3 a 5 L, pero sobresale el estudio reportado por Im et al. (2009) que utiliza un reactor de 75 L que es el

TERYS 2023, 2(1), 433-445. 436



Tendencias en Energias Renovables y Sustentabilidad (TERYS)

«—W x EsimOLLo
&— ‘SUSTENTABLE Y ENERGIAS RENOVABLES wammm

mayor tamano reportado. Cabe sefialar que las condiciones de cultivo son similares a las condiciones para las cepas
originales presentadas en la Tabla 1.

Debido a la patogenicidad del género Streptococci, el capsular de AH es considerado un factor de virulencia por lo que
se han estudiado otros microorganismos Gram-positivos y Gram-negativos clasificados como GRAS (generalmente
reconocidas como seguras) que aunque no son productores naturales de AH, consiguen producirlo mediante la
transformacion genética. Los microorganismos transformados genéticamente se pueden agrupar como bacterias
Gram-positivas diferentes a Streptococcus, bacterias Gram-negativas y hongos (Shikina et al., 2022). Las intervenciones
en estos microorganismos recombinantes han consistido en introducir o expresar uno o varios genes responsables de
la produccién de AH en Streptococcus y/o el bloqueo de rutas metabdlicas que desvian la produccién de AH a otros
compuestos como lactato-acetato. Entre las bacterias Gram-positivas se encuentra Lactobacillus acidophilus,
Corynebacterium glutamicum, Streptomyces albulus, Synechococcus, Bacillus subtilis, Lactococcus lactis. En la Tabla 3
se presentan las respectivas transformaciones genéticas de las bacterias, las condiciones de cultivo y la produccion AH.

Tabla 3. Bacterias recombinantes para la produccién de acido hialurénico, condiciones de cultivo, produccién y peso molecular.

Ti
p? v .. .. Peso
capacidad Condiciones de Suplementos Produccion .
Cepas . . Fuentede CyN molecular Referencias
de biorre- cultivo (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
Lactobacillus Temperatura: 38°C Sacarosa: Citrato
acidophilus Batch pH: 7 15-30 trisédico: 161 0.027 Chahuki et al.
PTCC 1643 Agitacién: 180 rpom  Extracto de 4.1-5.1 ' ' (2019)
* Aereacién: ND levadura: 3.2 Piruvato: 12
. . Glucosa: 40 Cheng et al.
Cog,z:f’:zzz:m Batch Tempel_:?;u;a; 28°C Extracto de MgSO0s: 5 (2016);
ATcco1303 300 MLYS itaiié'n' 2(')0 - levaduraopolvo KoHPO.:0.5 82287  0.96-13 Chengetal.
° L grracion: Z50PM 4o jarabe de  KH,PO,: 0.5-1 (2019); Zheng
Aereacion: 0.5 vvm maiz: et al. (2020)
Streptomvces Temperatura: 30°C
ai;bu/u}s/ Batch pH: 6.8 Glucosa: 50 Mg50a: 0.5 Yoshimura et
e 300 m Agitacion: 150-500  Extracto de KH,PO,: 1.4 3.6 2.20 al. (2015)
rpm levadura: 5 NaHPO,: 1.6
Aereacion: 3.5 vvm
Jia et al.
T tura: 37°C
Bacillus subtilis empe;e:-l.u;a Glucosa o MgSOs: 1 (2013); Jin et
168, WB 600, Batch ’ sacarosa: 15-50 N al. (2016);
Agitacion: 200-800 K;HPO4:2.5 0.146-3.65 0.39-6.97 !
1A751 3y5L &l auc;n 0 Extracto de ZNaCIL'l 5 Westbrook et
S Aereaci?m' )y levadura: 10-20 ' al. (2018); Li
' et al. (2019)
L t . o
ac/(c;s;gcus Batch Temperatura: 30°C  Gjycosa: 30 MgS0a: 0.5 Schulte et al.
NZ3000 L L Extractode  K;HPOs: 0.5  0.2-0.7 0.4-2.2  (2019); Jeeva
R ' Agitacion: 200TpPM  |eyadura: 30 KH,PO4: 1.5 etal. (2019)
Aereacioén: -

*Coexprecion de hasA y has C ensamblado en pJH181.3; **Sintesis artificial del gen ssehasA/Amplificacién del gen glmM con bloqueo de ruta
lactato/acetato;*** Refactorizacion y expresion del gen hasA de S; ****Coexpresion de los genes tuaD, gtaB, gimU,gimM y gimS / Introduccién del gen
pmHAS de P. multocida y amplificacién de genes tuaD, gtaD, pgi/ Reduccién de la expresion de pfkA y zwf y la adicién de mondmeros GIcUA y GlcNac;
***x*Expresion de los genes HAS/ Expresidn de hasA, hasB, hasE y pgi de Streptococcus; ND: no disponible
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En estas bacterias recombinantes, las reacciones de produccion también se realizan en biorreactores intermitentes
donde los mayores tamafios son de 5L y los menores son 300 mL. Las condiciones de cultivo varian entre las distintas
bacterias en temperatura entre 28°C y 38°C mientras que en pH entre 6.8 y 8.5, la velocidad de agitacion entre 150 y
800 rpm vy la aireacion entre 0.5 y 3.5 vwvm. Las fuentes de C y N, asi como los suplementos son similares que en las
cepas de Streptococcus utilizando glucosa o sacarosa y nitrégeno, y como suplementos MgS04, K2HPOA4.

En la Tabla 3 se muestra que las cepas de C. glutamicum mostraron las mas altas producciones de 14.2 y 28.7 g/L que
son incluso mas altas que streptococcus. Con respecto al MW, estas bacterias recombinantes producen AH de los tres
tipos de MW: de alto MW, de bajo MW vy oligosacaridos.

La produccion de AH con bacterias Gram-negativas han sido menos exploradas, entre éstas se encuentran Escherichia
coliy Agrobacterium sp. aunque estas han mostrado muy bajas producciones de AH como se observa en la Tabla 4 en
la que se presentan los tipos de cepas y producciones de estas bacterias Gram-negativas.

Tabla 4. Cepas de bacterias Gram-negativas recombinantes, condiciones de cultivo, produccién y peso molecular de AH.

Tipoy
, Peso
capacidad Condicionesde FuentedeCy Suplementos Produccion .
Cepas R i molecular Referencias
de biorre- cultivo N (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
Escherichia Coli Temberatura: 37°C KoHPO4: 2-2.5 Laiy Teo
BL21, Batch P g 5 Glucosa: 3-50 Isopropil p-D-1- (2019); Woo
K12W3110, 250500 , itaiié'n' Jow o, Extractode  thiogalactopyra 0.08-0.532  0.001-34.6 etal. (2019)
Top 10 mL gAereaci.én' NI;) levadura: 5 noiside/ Yuy
* ' Chloramfenicol Stephanopo-
ulos (2008)
Temperatura: 30°C Sacarosa: MgS0a,: 20
Agrobacteri ' 125 mM -
i;ocjé’gle;;‘;m Batch pH: ND \ acetml | fHPOs30mM g MaoyChen
> 250mL  Agitacién: 250 rpm cosan:'ife‘ Acido ' : (2007)
Aereacion: ND " casamino: 5
50 mM

* Clonacion del gen hasA de S. zoopidemicus/ Introduccion del gen hasA de S. zooepidemucus y bloqueo de los genes galR y gal S, zwf y pfkA/ Expresion
de los genes ugd,galF y gImU de una sepa mutante de S. pyogenes; ** Expresion del gen pmHas de Pasteurella multocida; ND: no disponible.

En estas bacterias gram-negativas se han estudiado Unicamente en pequenos biorreactores de capacidad (de 250 mLy
500 mL), la temperatura en los experimentos con E. coli es 37°C. En experimentos con Agrobacterium sp. la temperatura
es de 30°C, el pH se mantiene en 7 pero no se registra la aplicacion de aireacion. Al igual que las demas bacterias
descritas anteriormente, el cultivo consiste en la adicidén de glucosa y extracto de levadura como fuentes de Cy N con
los suplementos de MgS0O4, K2HPO,. Estas cepas presentan bajas productividades de AH (< 1 g/L de AH) y pueden
producir AH de muy bajo o muy alto MW.

Finalmente, los hongos son otros microorganismos poco explorados para la produccidn de AH. Entre estos se encuentra
Kluyveromyces lactis y Pichia pastoris cuya transformacién genética también consiste en la introduccion de los genes
sintetizadores de AH de bacterias productoras naturales. En la Tabla 5 se presentan los tipos de hongos, las condiciones
de cultivo y las producciones de AH. Como se puede observar, el biorreactor es tipo intermitente con capacidad de
hasta de 2.5L, en ambos hongos la temperatura de proceso es 30°C. El pH y la velocidad de agitacion son menores en
K. lactis (pH de 6, 200 rpm) que en P. pastoris (pH 7, 500 rpm). En ambos microorganismos las fuentes principales de C
y N son glucosa y extracto de levadura y con suplementos principales MgS0a, K;HPO4 y NaCl, aunque en estos hongos
se adicionan aminoacidos como glutamina y acido glutamico.

La produccidn de AH en estos hongos es baja como con rendimiento de 1.89 g/L en K. lactis y 0.6-1.7 en P. pastoris y
en ambos el AH es de alto MW con valor de 2.09 MDa en K. lactis y 1.2-2.5 MDa en P. pastoris.
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Tabla 5. Tipos de hongos, condiciones de cultivo, produccién y peso molecular de acido hialurénico en cepas recombinantes

Tipoy

capacidad Condiciones de

Fuente de Cy Suplementos Produccion

Cepas molecular Referencias
P de biorre- cultivo N (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
KI :30° :0.
uyveromyces Temperatura: 30°C Glucosa: 40 MgS04: 0.9
lactis Batch pH: 6 Extracto de K;HPO,: 2.5 1.89 Gomes et al.
GG799 1.3L  Agitacion: 200 rpm levadura: 7.5 NaCl: 5 ' (2019)
* Aereacién: 2 vvm """ Glutamine: 0.6
Temperatura: 30°C  Glucosa:40 MgS0a: 0.5
Pichia pastoris  Batch pH: 7 Extracto de K;HPO4: 2.5 0.6-17 1295 Jeong et al.
** 25L Agitacion: 500 rom  levadura:7. NaCl: 5 o - (2014)

Aereacion: 0.7 vvm

Glutamine: 0.2

* Introduccion del gen hasB de Xenopus laevis y el gen has A de P. multocida; ** Expresion de vectores de xhasA2 y xhasB de X. leavis

Residuos orgdnicos como sustrato para la produccion de dcido hialurénico

En la produccion de AH, las dos condiciones vitales para el crecimiento de las bacterias u hongos son las fuentes de Cy
N que, en todos los casos revisados en la seccion anterior, son la glucosa o sacarosa como fuente de C y extracto de

levadura como fuente de N. Son pocos los estudios que han explorado la utilizacion de residuos organicos como la
fuente alternativa de C y/o N. En la Tabla 6 se presenta los diferentes estudios donde se ha explorado el
aprovechamiento de ciertos residuos organicos como fuente de C para la produccion de AH, los tipos de cepas
microbiana y sus producciones de AH.

Tabla 6. Cepas microbianas y residuos organicos como fuentes de carbono utilizados en la produccién de acido hialurénico

Tipoy
capacidad Condiciones de Fuentede C Fuentede N Suplementos Produccion Peso .
Cepas . . . molecular Referencias
de biorre- cultivo alternativa (g/L) (g/L)
(MDa)
actor
Streptococcus Temperatura: 37°C
zooepidemicus Batch pH: 7 Almidon: 5% levadura: 5% MgS0.: 0.15% 6.7 i Zhang et al.
P 500 mL Agitacién: 220 rom  Glucosa:0.3% KaHPO4: 0.25% ) (2006)
NJUSTO1 . .
Aireacion: ND
Streptococcus Temperatura: 37°C r:wl;gn(;:nea
zooepidemicus ZBSZZ)tE:]L A itacig:': 1750 rom caju: 950 levadura: 54 ||(Vlsg(§041; 0.89 0.018 Plzngé)al.
ATCC 39920 grtacion: P L/L(45g/L (5.8g/LdeN) "7
Aireacion: 1 vwm
de glucosa)
R Melazas de
Streptococcus Temperatura: 37°C cafia: 85.35 MgS04: 1.5
. . FedBatch pH: 8 Pan et al.
zooepidemicus 451 Agitacion: 100 rom g/Lde levadura: 50 KH,PO4: 2.5 2.83 0.001 (2017)
ATCC 39920 ' g . P azlcares ' NaCl: 2.0
Aireacion: 0.5 vvm
totales
Streptococcus Temperatura: 37°C Sacarosa de MgS0a: 0.25 .
. . Batch pH: 7 o Rohit et al.
zooepidemicus 35 L Agitacion: 200 rom palma: 5 levadura: 2.5 Acido 0.50 0.93-0.96 (2018)
MTCC3523 gitacion: 5L rp g/L $22 ascorbico: 0.5
Aireacion: 1 vwm
StreptococcUs Temperatura: 37°C  Melazas de MgS0,: 1.5
zooelp))idemicus Batch pH: 8 cafia: 30 g/L K2HPO,: 2.5 5 55 Duffeck et al.
ATCC 39920 5L Agitacion: 100-300 rpm de azucares levadura: 30 NacCl: 2 (2020)

Aireacion: 0.5 vvm

totales

Glutamina: 8

ND: no disponible
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En estos estudios que utilizan residuos organicos como la fuente de C reportados en la Tabla 6, las bacterias utilizadas
son Streptococcus zoopedemicus que producen AH naturalmente en donde el tipo de biorreactor es intermitente y la
capacidad mas alta es de 5L. Las condiciones del cultivo son similares a las reportadas en la Tabla 1, temperatura de
37°C, pH entre 7 y 8, baja agitacion entre 100 y 300, aireacion de 0.5 a 1 vvm. Los residuos organicos utilizados como
la fuente alternativa de C que hasta ahora se ha reportado son almiddn, jugo de manzana caju, savia de palma y melazas
de cafia. En varios de estos casos se complementa con la adicién de glucosa industrial. Para la fuente de N se sigue
utilizando extracto de levadura, asi como la adicién de MgSQ0,4, KH,PO4 como suplementos. En general se reportan bajas
producciones de AH y con bajo MW, Unicamente en el caso donde se utiliza almidéon como fuente de C y se
complementa con glucosa y en la fuente de N se utiliza extracto de levadura complementado con peptona se alcanza
la produccién de AH mas alta de 6.7 g/L, que es de la magnitud similar que en las cepas de Streptococcus con las fuentes
de Cy N convencionales.

Los estudios que han explorado el uso de residuos organicos como fuente de N son también muy escasos, estos se
muestran en la Tabla 7. Las cepas utilizadas en los estudios reportados en la Tabla 7 son Streptococcus zooepidemicus
en biorreactor intermitente y hasta 5 L de capacidad. Las condiciones de temperatura se mantienen en 37°C pero el pH
es ligeramente mas bajo (6.7) y la agitacidon en mas alta (500 rpm) en comparacién a los estudios donde se utiliza una
fuente alternativa de C. Las fuentes alternativas de nitrogeno estudiadas han sido peptona obtenida de las visceras de
pescado, de suero de queso y de licor de maiz fermentado en donde también se adicionan pequefias cantidades de las
fuentes de N convencionales (extracto de levadura) y se mantiene la fuente convencional de C (glucosa o sacarosa), asi
como los suplementos de MgS0,, KH2PO4, K;HPO4. Es estos casos produccion de AH llegaa 4 g/Ly el AH es de alto MW.

Tabla 7. Cepas microbianas y residuos organicos como fuentes de nitrégeno utilizados en la produccion de acido hialurdénico

Tipoy

Fuente Peso
capacidad Condiciones de Fuente de C . Suplementos Produccion .
Cepas R i alternativa de molecular Referencias
de biorre- cultivo (g/L) (g/L) (g/L)
N (MDa)
actor
Streptococcus Temperatura: 37°C Pentona de MgS0,: 0.5
PLococeus — gotch pH: 6.7 rep K;HPO,: 2.0 Vazquez et al.
zooepidemicus o, Glucosa:20 visceras de pez: 2.26-2.32 1.8
ATCC 35246 2L Agitacion: 500 rpm 523 /L KH2PO4: 2.0 (2015)
Aireacion: - & (NH2)2504:0.5
StreptococcUs Temperatura: 37°C Suero de MgS04: 0.5
P ) . Batch pH: 6.7 Glucosa: 50 queso: 2.1 KoHPO4: 0.5 Amado et al.
zooepidemicus L, 4.0 >3.00
ATCC 35246 5L Agitacion: 500 rpm  Lactosa: 50 Extracto de KH,PO4: 2.0 (2016)
Aireacién: 1 vvm levadura: 5 g/L (NH4),S04:0.5
. Licor de maiz
Streptococcus Temperatura: 37°C fermentado: MgS04: 0.5
PLococels -+ iBatch pH: 6.7 " KHPO.: 0.5 Amado et al.
zooepidemicus 0.75 L Agitacion: 500 rom Glucosa: 50 10% v/v KH>POL: 2.0 3.48 3.8 (2017)
ATCC35246 sitacion: P Extracto de peme
Aireacién: 1 vvm (NH4),S04:0.5

levadura: 5 g/L

Finalmente, los estudios que han evaluado al mismo tiempo el uso de una fuente alternativa de Cy de N se presentan
en la Tabla 8 con lo que se observa que en todos los casos donde se evaltan fuentes alternativas de C y/o N se utilizan
cepas productoras naturales de AH de Streptococcus zooepidemicus sin transformaciones genéticas y en condiciones
de cultivo similares entre todos los estudios reportados con Streptococcus zooepidemicus.

Como se observa en la Tabla 8, las producciones de AH en estos casos cuando se utiliza una fuente alternativade Cy N
al mismo tiempo muestran producciénes de AH entre 33 a 50% de la maxima encontrada para Streptococcus con
fuentes de C y N convencionales. Arslan y Aydogan (2021) reportaron la produccion mas alta de este tipo de
producciones de AH alcanzando 3.54 g/L de AH (Tabla 8) y Vazquez et al. (2010) reprtaron que el AH fue de alto MW.
Las producciones de AH mostradas por cualquiera de las tres formas de utilizar residuos organicos como fuentes de C
y N son en general similares, con excepcién a cuando se utiliza almiddn con glucosa. Se observa diferencias en el MW
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del AH dado que en los estudios donde Unicamente de utiliza la fuente alternativa de C el AH es de bajo MW
(tipicamente de 0.001 a 0.98 MDa) mientras que el AH es de alto MW (1.8 a 3.8 MDa) cuando se utiliza Unicamente la
fuente alternativa de N o ambas fuentes alternativas de Cy N.

Tabla 8. Cepas microbianas y residuos organicos como fuentes de carbono y nitrégeno utilizados en la produccién de acido
hialurénico

Tipoy

Fuente Fuente Peso
capacidad Condiciones de

Suplementos Produccion

Cepas alternativa de alternativa de molecular Referencias
de biorre- cultivo (g/L) (g/L)
C(g/L N (g/L MD
actor (s/L) (s/L) (MDa)
A Pept d
Streptococcus Temperatura: 37°C residf:laess del r:sri)dzr;as di Mg50a: 0.5
zooep idemicus Batch PH: 6.7 rocesami atun: 8 KeHPO: 2.0 2.46 2.5 Vazquez etal.
p 2L Agitacién: 500 rpm P ' KH,PO4: 2.0 ' : (2010)
ATCC 35246 . . ento de Extracto de
Aireacion: - ) (NH4),S04:0.5
mejillones: 50 levadura: 5
T tura: 37°C
Streptococcus efmperatura Peptona de MgSO4 Arslany
. ) Batch pH: 8 Melazas de )
zooepidemicus s50ml  Asitacién: 200 rom cafia: 5 lana de oveja: KaHPO, 3.54 - Aydogan
ATCC 35246 gitacion: “5UTP : 12 KH2PO4 (2021)
Aireacion: -

Es importante resaltar que en los estudios reportados es este trabajo, la produccién de AH se realiza en tamafios de
biorreactores de maximo de 10 L de capacidad, con excepcion al estudio reportado por Im et al. (2009) que es el Unico
gue analiza la produccion de AH a mayor escala un biorreactor de 75L, por lo que se identifica que en estos estudios
hace falta analizar dicha produccion microbiana de AH a escala industrial para verificar que las condiciones del cultivo
y relaciones de fuente de N y C, asi como suplementos presentan las producciones reportadas a pequefa escala.

Aspectos econdmicos de la produccion del dcido hialurdnico

El mercado mundial del AH tiene una valoracién econdmica muy alta. De acuerdo con el reporte publicado por Grand
View Research (2023) en afio 2022 el valor del mercado estaba valuado en USD 9,400 millones y con una tendencia al
alza manteniendo una tasa media de crecimiento anual de 7.58% y el prondstico al aflo 2030 prevé que su valor llegard
a USD 16,800 millones. El precio del AH depende de la aplicacidn y la pureza requeridos, se ha sefialado que el precio
de venta varia entre USD 1,000 a 5,000 por kg (de Oliveira et al., 2016) y entre € 1,500 a 4,000 por kg (Ferreira et al.,
2021); ambas estimaciones presentan precios de venta atractivos, sin embargo, es importante conocer el costo de
produccién del AH para determinar el valor agregado de este bioproducto.

Son escasos los estudios reportados donde se evalua el costo de produccién de AH. Amado et al. (2016) y Amado et
al. (2017) sugieren que el uso de suero de queso o de licor fermentado de maiz como fuente alternativa de N tiene un
menor costo que las peptonas comerciales como la triptona con lo cual los residuos organicos son una alternativa de
bajo costo para la produccién de AH ademds de que puede ser una estrategia de revalorizar dichos residuos. En el
estudio de los autores Amado et al. (2016) se estimo el costo de produccion del AH con base en los costos comerciales
de las peptonas y azlcares, reportaron que el costo de produccién de AH es hasta 72% mas bajo cuando se utilizan
suero de queso que con peptonas comerciales, el costo reportado del AH producido con suero de queso como fuente
de N costo fue de 0.27 €/g mientras que el AH producido con peptonas comerciales tuvo un costo de 0.91 €/g de AH.

Los autores Rohit et al. (2018) evaluaron la viabilidad técnico-econdmica de la produccidén microbiana de AH mediante
la estimacién del rendimiento econdmico en donde encontraron que el uso de azucar de palma de palmira mostré un
mejor rendimiento econémico que el uso de glucosa, y que la combinacidn de soya de peptona y azlcar de palma de
palmira presentd el mas alto rendimiento econémico obteniendo USD 3.02 de AH por cada USD de nutrientes invertido.
Resultados similares en el uso de residuos organicos como sustratos en la produccion AH se reportaron en el estudio
de los autores Vazquez et al. (2010) quienes compararon el costo de produccién de AH usando residuos marinos, como
fuente de Cy N, con los correspondientes costos usando glucosa-extracto de levadura. En efecto, en el segundo caso

TERYS 2023, 2(1), 433-445. 441



ASOCUCION LATIDAHERICANA DE DESARROLLO

Tendencias en Energias Renovables y Sustentabilidad (TERYS) Q ALDES

el costo fue 2.4 €/g de AH, mientras en el primer caso (aguas residuales del procesamiento de mejillones como fuente
Cy peptonas de atin como fuente de N) el costo fue de tan solo 1.4 €/g de AH.

Ferreira et al. (2021) simularon el proceso de produccién de AH con cepas de Streptococcus zooepidemicus para realizar
la evaluacion econdmica del proceso considerando una produccion de AH de 5 g/L y una produccion anual de 20 MT
en biorreactores fedbatch en la cual consideran costos de inversion y operacion que incluyen el costo de instalacién,
costo de las materia primas como la glucosa y el extracto de levadura, costo de materiales y equipo, asi como el costo
del salario de los trabajadores. De esta manera estimaron un costo unitario de produccién entre USD 1,691y 1,449 por
kg de AH, una Tasa Interna de Retorno de 42.5% a 53.1% y un Periodo de Recuperacién de la Inversién de 2.35 a 1.88
afios. Estos resultados son muy alentadores y confirman la viabilidad econémica de la produccién de AH. En dicho
estudio, los mayores costos son en el mantenimiento de la planta y depreciacién seguido por los costos de los salarios
de los trabajadores, de los costos de los consumibles y en cuarto lugar el costo de la glucosa y el extracto de levadura.
De esta manera se puede visualizar que el uso de residuos organicos como fuentes alternativas de C y N podria
minimizar el costo de las fuentes de C y N convencionales, y consecuentemente se podria minimizar el costo unitario
de produccion obteniendo mayores beneficios econdmicos de la produccion del AH.

Conclusion y perspectiva

La revisidn critica sobre la produccién microbiana de AH permitié identificar las cepas productoras, sus condiciones de
cultivo y su perfil de produccion de AH. Streptococcus zooepidemicus que es patdgena es la bacteria productora natural
de AH que se ha reportado mayormente con una produccion de AH de hasta 6.6 g/L y 6.9 g/L cuando se somete a
transformacion genética mientras que las bacterias gram-gram positivos, gram-negativos y hongos que no son
productores naturales de AH, pero son inocuas, cuando se someten a transformacién genética mediante la introduccion
o expresion de los genes sintetizadores de AH de bacterias productoras naturales pueden producir altas cantidades de
AH como es el caso de Corynebacterium glutamicum que reporté una produccion de 28.7 g/L.

Se identifico también que se han explorado algunos residuos organicos que pueden ser utilizado como fuentes de Cy
N, aunque en estos estudios Unicamente se han realizado con cepas de Streptococcus zooepidemicus en donde alcanza
una alta produccién de AH de 6.7 g/L cuando se utiliza almidén como fuente alternativa de Cy extracto de levadura
como fuente de N mientras que cuando se utiliza una fuente alternativa de N como suero de queso o lico fermentado
y cuando se utilizan al mismo tiempo una fuente alternativa de Cy N las producciones Unicamente llegan a 4 g/Ly 3.54
g/L respectivamente. Sin embargo, en la evaluacion econémica el uso de los residuos organicos como fuentes de C y/o
N se tienen reducciones de hasta 72% en el costo de produccién con respecto a la produccidn de AH con fuentes de C
y N convencionales.

Hasta lo mejor de nuestro conocimiento, no se encontré estudios del uso de licores sacarificados de biorrefineria para
produccién microbiana de AH. Dado el contenido de azlcares de estos licores, parece ser prometedor aprovechar los
licores sacarificados producidos en la etapa S de la BRF-HMZS para la produccion de AH. Estudios futuros son requeridos
para caracterizar los licores sacarificados de la etapa S y determinar la adecuacion requerida de los licores sacarificados
para la produccion de AH con microorganismos productores selectos. De igual manera, se requiere la evaluacién de la
sostenibilidad ambiental y econdmica del sistema completo de la BRF-HSMN-AH para considerar estas soluciones como
sostenibles.

Agradecimientos y financiamiento: Al Centro de Investigacidn y de Estudios Avanzados del IPN por el apoyo al primer autor de
este trabajo, GPM.
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