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GLOSARIO

ALMIDON: es una macromolécula presente en todas las plantas, la cual le ayuda a
la reserva de carbohidratos y esta compuesta por dos polisacéaridos, la amilosa y la
amilopectina.

BIOPOLIMERO: son sustancias poliméricas sintetizadas naturalmente las cuales
logran sustituir a los plasticos tradicionales gracias a que su tiempo de vida es
mucho mas corto y se degradan naturalmente.

ESPECTOMETRIA DE MASAS: esta es una técnica de analisis la cual permite
determinar la distribucién que tienen las moléculas de una sustancia basada en la
funcién de su masa.

EXTRACCION: es un procedimiento de separacion de una sustancia que puede
disolverse en dos disolventes, los cuales estan en contacto a través de una interface
y presentan un grado de solubilidad diferente.

FERMENTACION: es un proceso que logra degradar las moléculas mas complejas
en moléculas mas simples, siendo un proceso catabdlico de oxidacion que tiene
lugar de forma incompleta.

HIDROLISIS: reaccion quimica en la que descomponen compuestos organicos
complejos en otros mas sencillos, mediante la interaccion de estos con el agua.

INOCULO: sustancia que se introduce en el organismo, la cual puede producir o
aumenta su inmunidad frente a un proceso o un agente externo.

MICROORGANISMO: es un ser vivo o sistema biolégico unicelular que solo puede
ser detallado por un microscopio.

NUTRIENTES: es toda sustancia que no puede ser creada por el organismo y esta
contenida en distintos alimentos con el propésito de aportar energia, aminoacidos o
elementos reguladores del metabolismo.

POLIHIDROXIALCANOATO (PHA): son poliésteres producidos de forma natural
por la accion de bacterias basados en la fermentacion del azucar.

POLIMERO: son macromoléculas formadas por largas cadenas de mondémeros que
presentan elevadas masas moleculares.

SINTESIS: es el proceso en el que se producen compuestos quimicos a partir de
elementos mas simples.
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SOLVENTE: es la sustancia que posee un mayor campo dentro de la misma
solucion donde ha sido utilizada.
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RESUMEN

El presente trabajo evalla la obtencion de polihidroxialcanoatos (PHAS) a partir del
residuo de almidon de papa; residuo producido en los procesos de produccion de
papa en fésforo, llevados a cabo en la empresa Comercializadora Nacional de
Papas R&G. Inicialmente se realiza el acondicionamiento del almidon para el
proceso de fermentacion y el acondicionamiento del microorganismo Bacillus
subtilis usado como acumulador del biopolimero.

Posteriormente se realizO una seleccion de las condiciones de proceso
fermentativo, donde se evaluo si el microorganismo tenia la capacidad de hidrolizar
el almidén o por si lo contrario necesita como sustrato almidén hidrolizado y si se
hace necesario de la adicion de nutrientes o no para la hidrolisis y consumo del
almidon, de acuerdo a esto se encontré que el microorganismo por si solo hidroliza
el almidén, ademas que no necesita para este proceso de la adicion de nutrientes,
por consiguiente se inici0 el proceso fermentativo con muestras de almidon sin
hidrolizar y concentraciones de sustrato de 5g/L, 10g/L y 15g/L, concentraciones
seleccionadas segun una referencia bibliogréfica, para el proceso de obtencién de
polihidroxialcanoatos se hace necesario la adicion de nutrientes, los cuales
restringen la presencia de nitrégeno en el medio, induciendo al microorganismo a la
produccién de PHA, biopolimero acumulado de manera intracelular; de acuerdo a
esto se inicid el proceso de fermentacion de almidon sin hidrolizar con nutrientes y
sin nutrientes.

Para evaluar el proceso fermentativo se realizaron determinaciones de azucares
reductores a muestreos realizados cada 24 horas de cada uno de los fermentos
planteados anteriormente, en los cuales se obtuvieron los mejores resultados en
cuanto a consumo de azucares reductores en los fermentos de concentracion de
5g/L sustrato sin hidrolizar con y sin nutrientes con porcentajes de consumo de
56,5% y 59,8%.

Finalizado el proceso de fermentacion se realiza la fase de extraccion de PHA con
NaCl, NaOH y etanol, en dicha extraccion, se obtuvo una concentracion maxima de
PHA extraido en el tratamiento de almidén sin hidrolizar con nutrientes de 0,005635
g/L en el fermento de 10g/L a las 72 horas de proceso fermentativo y en el
tratamiento de almidon sin hidrolizar con ausencia de nutrientes de 0,006205 g/L en
el fermento de 15g/L.

Al finalizar la experimentacion se determind que el mayor rendimiento de proceso
ocurrio en el fermento donde la concentracion de sustrato fue de 5g/L con adicion
de nutrientes con un valor de 0,8% donde se indica que por cada 5¢g/L de almidén
de papa como fuente de carbono en el proceso fermentativo se obtienen 0,04 g de
polihidroxialcanoato a nivel laboratorio, posteriormente se realizé la caracterizacion
del PHA obtenido por la determinacion de metil ésteres por cromatografia de gases
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en la cual se encontraron diferentes tipos de estos indican que el producto obtenido
durante el proceso de fermentacién corresponde a un tipo de PHA.

Este trabajo se lleva a cabo en el Nodo Tecnoparque del Sena Bogota y en el Centro
de Gestion Industrial Sena, sede Paloguemao Bogota.

Palabras clave: Almiddn, polihidroxialcanoatos, acondicionamiento, fermentacion,
extraccion y metil ésteres.
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INTRODUCCION

La papa es un producto que es consumido en grandes cantidades en Colombia y
en el mundo, donde uno de sus componentes, el almiddén, posee grandes
aplicaciones dentro de distintos tipos de industria, mas alla de que en un principio
sea considerado como un residuo que no puede ser aprovechado.

Gracias a los avances tecnolégicos en la actualidad y multiples estudios e
investigaciones buscando la transformacion de este residuo en otro producto util, el
uso de este residuo se ve reflejado de distintas maneras; por ejemplo en la industria
alimenticia, es usado para la fabricacion de edulcorantes, en la industria
farmacéutica se utiliza como materia prima para la produccion de dextrosa, en la
industria quimica se usa para la fabricacion de pegamentos y por ultimo en la
industria de plasticos, el almidén se emplea como alimento de un microorganismo
el cual empieza a producir capsulas de poliésteres por medio de la restriccion de
nutrientes que se le brindan para su crecimiento. Con dichas capsulas se puede
producir una pelicula de un polimero biodegradable el cual puede tener multiples
aplicaciones y caracteristicas basado en el microorganismo que decida usarse.

En el presente trabajo se desarrolla una alternativa de utilizacion del almidén de
papa evaluando la produccion de PHA a partir del microorganismo Bacillus subtilis,
por lo que se realiza un acondicionamiento del sustrato, seguido de la fermentacion
y una extraccidbn mediante solventes organicos en un proceso que sea mas
amigable con el medio ambiente y se determina la produccion de PHA mediante
una cromatografia de gases acoplado a masas buscando la presencia de los grupos
funcionales correspondientes.

El almiddn fue proporcionado por la empresa Comercializadora Nacional de Papas
R&G, la cual tiene una produccion de su producto papa “cabello de angel” de 65
toneladas mensuales, proveniente de un inicio de proceso con una capacidad
alrededor de 200 toneladas de papa cruda. Basado en la escala de produccion en
promedio, por cada 100 kilos de papa cruda que entran al proceso, se obtienen 27
kilos de producto terminado y como residuo se obtienen 3 toneladas de almidén
mensual, por lo tanto, la empresa busca una alternativa de aprovechar el residuo,
el cual es vendido a una empresa externa que se encarga de usarla como insumo
para la produccion de concentrado animal.

Dentro del proyecto, este almidon se somete a fermentacion microbiana donde se
trabajan fermentos con nutrientes y con ausencia de ellos con el fin de observar el
efecto que tienen las condiciones de fermentacion en la produccion de PHA.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Evaluar de la obtencién de polihidroxialcanoatos (PHAS) partiendo del residuo de
almiddén de papa por medio de Bacillus subtilis a nivel laboratorio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Acondicionar el residuo de almiddén de papa y el cultivo inicial de Bacillus subtilis
para el proceso de fermentacién microbiana.

2. Seleccionar las condiciones de proceso de fermentacidon por medio de un disefio
experimental.

3. Determinar el porcentaje de produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS) de
acuerdo a la fermentacion microbiana de almidén de papa.

24



1. GENERALIDADES

En el presente capitulo se presentan conceptos y caracteristicas basicas del
almidon como materia prima en la elaboracion de PHA, ademas de aspectos
generales del producto como lo es el polihidroxialcanoato.

1.1 ALMIDON

El almidén es el carbohidrato de reserva més abundante en los tejidos vegetales, el
cual le sirve a casi todas las plantas para almacenar otros carbohidratos para su
uso metabdlico, para el embridn vegetal de las semillas y para la hibernacion natural
o los llamados periodos de sequia.

1.1.1 Composicion y estructura. Quimicamente el almidén es una mezcla de
dos polisacéridos estructuralmente distintos:

Amilosa: es una molécula lineal compuesta de 250 - 300 unidades de la 1,4 a-
D-glucopiranosa en forma lineal, ver Figura 1. En este componente, las
unidades D-glucosa se encuentran unidas en forma lineal, no ramificada,
mediante enlaces a-1,4, los cuales tienen un extremo no reductor y un extremo
reductor.

Amilopectina: la cual consta de 1.000 o mas unidades de 1,4 a-D-glucopiranosa
con casi el 4% de 1,6 a-D-glucopiranosa en los puntos de ramificaciéon, ver
Figura 1. El tamafio de las moléculas de amilopectina es un poco mayor que el
de la amilosa; se pueden encontrar pesos moleculares comprendidos entre
50.000y 1.000.000, es decir, que la cantidad de moléculas de glucosa es de 300
a 6.000 por cada molécula de amilopectina. Desde un punto de vista de un
aprovechamiento de estos polimeros por el organismo, para poder digerir la
amilopectina es necesario que exista una enzima adicional capaz de romper los
enlaces a-1,6. Esta enzima existe en los jugos digestivos de los organismos
superiores y también es producida por los organismos unicelulares que pueden
utilizarla como fuente de alimento.
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Figura 1. Estructura del almidén, amilosa y amilopectina.

CH,OH CH,0H

H 6 CH, CH,0H
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Amilopectina —

Amilosa

Almidén

Fuente: ElI almidon y su quimica. Recuperado de:
<http://quimica.laguia2000.com/compuestos-quimicos/el-almidon-
y-su-quimica>

El almidén puede fermentarse biolégicamente de varias maneras dando productos
comerciales que pueden ser muy Utiles, ademas de las mas conocidas, el almidén
junto a diferentes organismos puede producir acido butirico, alcohol butilico y
acetona.

El almidén se encuentra en grandes cantidades en los tubérculos y semillas de
cereales leguminosas, de donde puede obtenerse facilmente en forma de granulos,
caracteristicos por su forma y tamafio. Se obtiene de manera simple después de un
proceso de molienda o trituracion adecuado, el cual, aprovechando la diferencia en
densidad presentada por los granulos de almidén respecto a la fibra, lipidos y
proteinas del tejido vegetal, por un arrastre de agua.

1.1.2 Aplicaciones. El almidon y sus derivados son altamente utilizados en los
hogares para recetas culinarias, en la industria alimentaria como espesante de
salsas, aglutinante en las harinas para panes y pastas. En paises europeos y
escandinavos es utilizado para la produccion de azucares que se fermenten y
destilen para la produccién de bebidas alcohdlicas, por procesos de hidrolisis;
también es utilizado por otro tipo de industrias como textil, de la madera, del papel,
farmacéutica; debido que este es un sustituto 100% biodegradable del poliestireno,
puede ser utilizado en la fabricacién productos desechables.
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1.2 POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

1.2.1 Definicion 'y estructura. GONZALEZ GARCIA afirma “Los
polihidroxialcanoatos son biopoliésteres sintetizados intracelularmente por algunos
microorganismos como reserva de energia y carbono que, una vez extraidos de la
célula presentan propiedades fisicas similares a los plasticos derivados del
petrdleo”(p.1)!; su estructura general y ejemplos de nomenclatura de estos
compuestos se muestra en la Figura 2. Actualmente son muy estudiados debido a
que pueden reemplazar a los plasticos normales que tienen un origen petroquimico.
El PHA es completamente biodegradable y se produce a partir de fuentes de
carbono renovables. Se acumula como polimero liquido, movil y amorfo en forma
de granulos que se alojan en el citoplasma microbiano rodeados de una monocapa
de fosfolipidos que contienen enzimas polimerasas y despolimerasas.

Figura 2. Estructura de los PHA.

H
\
- 0 - Cc - (CHyp - C -
\ |
R o}
n R Nombre del polimero Simbolo
1 Hidroégeno Poli (3-hidroxipropionato) PHP
Metil Poli (3-hidroxibutirato) P3HB
2 Hidrogeno Poli (4-hidroxibutirato) P4HB
3 Hidrogeno Poli (5-hidroxivalerato) PSHV

Fuente: Polihidroxialcanoato y ejemplos de su
nomenclatura y su respectivo simbolo segun la
longitud y posicién de la cadena lateral. Recuperado
de:
<http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_artt
ext&pid=S0188-49992013000100007>

1GONZALEZ GARCIA Yolanda y Colaboradores. Sintesis y biodegradacion de polihidroxialcanoatos:
plasticos de origen microbiano pl. Universidad de Guadalajara. Departamento de Madera, Celulosa
y Papel. 2012.
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1.2.2 Propiedades. ElI PHA es un termoplastico, el cual puede ser procesado en
equipos de procesamiento convencional, ya dependiendo de su composicion,
pueden llegar a ser ductiles y poseer mayor o menor elasticidad. Ademas, es estable
a la luz UV, basados en otros bioplasticos que son formados por polimeros tales
como acido polilactico, con temperaturas aproximadas a los 180°C y muestran una
baja permeabilidad del agua. Su cristalinidad puede estar en el rango del 70%. Uno
de los tipos de PHA es el polihidroxibutirato (PHB), este biopolimero posee
propiedades similares a las propiedades que presenta del polipropileno (PP).

Un biopolimero sintetizado a través de PHA puro es relativamente fragil y rigido. Ya

otros copolimeros de PHA, los cuales pueden incluir acidos grasos como por
ejemplo el &cido beta-hidroxivalerato, pueden llegar a ser polimeros muy elasticos.

Cuadro 1. Propiedades tipicas del PHB.

Propiedades Eléctricas
Constante dieléctrica @1MHz 3.0
Resistividad de volumen (ohm.cm) 1016
Propiedades Fisicas
Densidad (g/cm3) 1.25
Resistencia a los ultra-violetas Aceptable
Propiedades Mecanicas
Mddulo de traccion (GPa) 3.5
Resistencia a la traccion (MPa) 40
Resistencia al impacto Izod (J/m) 35-60
Propiedades Térmicas
Temperatura méaxima de utilizacion (°C) | 95
Resistencia Quimica
Acidos — diluidos Aceptable
Alcalis Mala
Alcoholes Aceptable
Grasas y aceites Buena
Fuente: Recuperado de:

<http://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com.co/2012/10/polihidroxialc
anoatos-pha.html>

1.2.3 Biosintesis. El PHA es sintetizado tanto por via quimica como por via
bioldgica. Para poder producir PHA se emplea el cultivo de un microorganismo el
cual es colocado en un medio adecuado para su crecimiento y este se alimenta por
nutrientes que le son suministrados, logrando asi que se multipliquen de forma
acelerada. Una vez que dicha poblacién logra alcanzar un nivel alto, la composicion
de nutrientes se cambia para forzar el microorganismo a sintetizar PHA. El
rendimiento del PHA obtenido a partir de las inclusiones intracelulares es basado
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en el porcentaje del peso seco del tipo de microorganismo que se utilizd (por
ejemplo, Gram - negativo o Gram - positivo), los componentes de los medios de
fermentacion, condiciones y tipos de fermentacion (lote alimentado, continuo) y la
recuperacion.

Esta biosintesis es causada generalmente por la deficiencia que se presenta en las
condiciones (como ejemplo, la falta de presencia de macro elementos como el
fosforo, nitrogeno y la falta de oxigeno) o el exceso de fuentes como el carbono.

Los poliésteres se depositan en forma de granulos altamente refractivos en las
células, ver Figura 3. Dependiendo del microorganismo que se utilice y las
condiciones del cultivo a las cuales sea sometido, se pueden generar acidos
hidroxialcanicos. Ya como parte final, los granulos de PHA se recuperan por la
disrupcion de dichas células.

Figura 3. Acumulacion de granulos PHA en
Rhodobacter sphaeroides.

Fuente: Polihidroxialcanoato (PHA). ecerado
de:
<http://tecnologiadelosplasticos.blogspot.com.co
/2012/10/polihidroxialcanoatos-pha.html|>

Para explicar a detalle la ruta metabdlica del Polihidroxialcanoato, es necesario
basarse en el P3HB, el cual es el PHA mas estudiado y es producido por la bacteria
Ralstonia eutropha, ya con esta informacion se puede hablar de los procesos
metabdlicos para la produccion de PHA basados, en los tipos cadenas que se
conoce:
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Figura 4. Ruta metabdlica para la sintesis y degradacion intracelular de
P3HB a partir de carbohidratos.

Almidén T Carbohidratos |

Hidrolisis J{*— Glucolisis

l Acetil-CoA l

fi-cetotiolasa T

Acetoacetil-CoA sintetasa
| Acetoacetil-CoA = Acetoacetato

s M
——— NAD(P)H

Acetoacetil-CoA —
reductasa 5 NAD(P)"
- = 3-hidroxibutirato

3-hidroxibutiril-CoA | NAD+ — deshidrogenasa

PHB sintetasa NADH . —

&
Poli (3-hidroxibutirato)

>| 3-hidroxibutirato
PHE despolimerasa

Fuente: Polihidroxialcanoato (PHA). Recuperado de:
<http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0188-
49992013000100007>

En el proceso metabdlico para la produccién de PHA de cadena corta empieza a
partir de Acetil-CoA , mediante una secuencia de 3 reacciones catalizadas por las
enzimas, acetoacetil-CoA reductasa, la polisintetasa y la 3-cetotiolasa. Esta ultima
controla la biosintesis de P3HB en la bacteria Ralstonia Eutropha teniendo como
metabolito clave el CoA. La principal clave de la sintesis en este microorganismo es
el destino del acetil-CoA, la cual tiene dos rutas, puede ser oxidada via el ciclo de
los &cidos tricarboxilicos o puede servir como sustrato para la sintesis de P3HB. La
ruta que vaya a elegir el acetilo-CoA depende de las condiciones ambientales a las
cuales sea sometido, destacando la limitacibn por oxigeno cuando la relacién
NADH*/NAD aumenta. En el momento en que la concentracién de oxigeno es
adecuada, la concentracion de CoA es alta y el acetil-CoA logra entrar en un ciclo
del &cido citrico, mientras que la enzima 3-cetotiolasa es inhibida y por consiguiente,
la sintesis de P3HB termina.

Por lo general, las bacterias que logran sintetizar P3HB, no producen PHA con una
cadena media, aunque existen casos donde utilizando algunos microorganismos
recombinantes, se pueden lograr mezclar las rutas metabdlicas y asi, producir
polimeros o copolimeros con monomeros de cadena corta, media o incluso ambas.
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1.2.4 Bacterias productoras de PHAs. En la Cuadro 2 se puede mostrar algunas
de las bacterias productoras de PHA mas importantes:

Cuadro 2. Bacterias que acumulan PHA.

Bacteria % de peso seco
Ralstonia eutropha 96
Rhodobacter 80
Azospirillum 75
Azotobacter 73
Methylocystis 70
Leptothrix 67
Pseudomonas 67
Baggiatoa 57
Rhizobium 57

Fuente: Recuperado de: <http://biopolymer.net/>

1.2.5 Obtencién de PHAs. El PHA se puede producir por medio de procesos
biotecnolégicos como: produccién in vitro, empleando enzimas aisladas, proceso
fermentativo, usando microorganismos nativos y/o modificados genéticamente, o a
través de plantas transgénicas.

Produccion de PHAs in vitro. La biosintesis de PHA in vitro se realiza a partir
de lactonas o acidos hidroxialcanoicos empleando lipasas, esterasas y
proteasas aisladas. Este procedimiento al no depender de la capacidad
metabdlica del microorganismo ofrece una alternativa en la obtencién de PHA
con mayor pureza y propiedades fisicoquimicas especificas, como se expresa
en el articulo “Bacterial and other biological systems of polyester production“?.

Produccién de PHAs por fermentacion microbiana. En esta produccién se
utilizan microorganismos nativos o modificados genéticamente, buscando
mejorar el rendimiento de produccién. Estos microorganismos sintetizan PHA a
partir de diferentes sustratos y los almacenan en su citoplasma como carbono
de reserva. Esto se genera debido a que la célula es expuesta a unas
condiciones de estrés nutricional en donde hay un exceso en la fuente d carbono
y una restriccion de otro nutriente como lo pueden ser el fosforo, el oxigeno o el
nitrégeno.

Los microorganismos usados en esta produccion pueden dividirse en dos
grupos, el primer grupo se basa en la limitaciéon de un nutriente esencial como

2 STEINBUCHEL A., FUCHTENBUSCH B. (1998). Bacterial and other biological systems for
polyester production. TIBTECH OCTOBER (vol16).
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nitrogeno o fosforo. El segundo grupo, no requiere ninguna limitacion de
nutriente durante la sintesis lo cual permite que puedan acumular polimero
durante el crecimiento, demostrado en el review “; Plastic bacteria? Progress
and prospects for polyhydroxyalkanoate production in bacteria” Del autor Lee
Sang Yup®.

La fermentacion se puede efectuar con un solo microorganismo (cultivo puro) o
con una cantidad de microorganismos (cultivos mixtos). Los cultivos mixtos
poseen una ventaja en cuanto al cultivo puro y es que en este tipo de
fermentaciones no necesitan las condiciones de esterilidad, basado en la tesis
de maestria “Produccion y caracterizacion de Polihidroxialcanoatos, sintetizados
por microorganismos nativos a partir de residuos grasos” del autor Javier Ricardo
Gomez Cardozo*.

e Fermentacion parala produccion de PHA. Como se demuestra en la tesis de
maestria “Produccién de Polihidroxibutirato a partir de residuos agroindustriales”
del autor Javier Mauricio Naranjo Vasco, se puede llevar a cabo por medio de
lotes, lotes alimentados y en conjunto. Las caracteristicas de estos tipos de
fermentacion utilizando el primer grupo de microorganismos son los siguientes®:

e Produccion en lotes. El microorganismo es sometido a un ambiente de estrés
nutricional limitAndole algun nutriente esencial como el fosforo y dando un
exceso en la fuente de carbono desde el comienzo de la fermentacion
deteniéndose en el inicio de la fase estacionaria.

e Produccion en lotes alimentados. Este método es muy utilizado para alcanzar
una alta densidad celular y manejar por tiempos la limitacion de nutrientes,
logrando asi controlar la etapa de crecimiento, durante la fase de limitacién de
nutrientes la concentracion de material celular residual se mantiene casi
constante, de tal forma que el aumento de la biomasa total se debe
principalmente a la acumulacién de PHA en el citoplasma del microorganismo.

e Produccion en continuo. Este proceso se desarrolla normalmente en dos
biorreactores en serie, lo cual permite aumentar la productividad en 1,7 veces
comparandola con una sola etapa, manejando los valores adecuados para cada
uno de los parametros involucrados en el proceso como lo son el pH, la
temperatura y el tiempo de fermentacion.

8 SANG YUP Lee. (1996). ¢Plastic bacteria? Progress and prospects for polyhydroxyalkanoate
production in bacteria. TIBTECH. November (VOL 14).

4 GOMEZ CARDOZO Javier Ricardo. Producciéon y caracterizacion de Polihidroxialcanoatos,
sintetizados por microorganismos nativos a partir de residuos grasos. p42. Universidad Nacional de
Colombia sede Medellin. 2013.

5 NARANJO VASCO Javier Mauricio. Produccion de Polihidroxibutirato a partir de residuos
agroindustriales. p65. Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales. 2010.
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e La temperatura. Esta variable es reportada como determinante para el
crecimiento de los microorganismos, el tipo de biopolimero que se va a generar
y las caracteristicas que adquiera.

e EIl pH. Factor que influye bastante en el desarrollo de los procesos biolégicos,
basados en el efecto que poseen de manera individual como uniéndolos con
otros factores como lo son la temperatura o el tipo de sustrato. En el Cuadro 3,
se presentan intervalos de pH evaluados para la produccion de PHA, utilizando
diferentes cepas.

Cuadro 3. Valores de pH para determinar diferentes cepas empleadas en la
produccion de PHA.
Cepa Valores de pH Ref.
Vibrio spp. MK4 2,3,4,5,6,72,8,9 Arun et al , 2009
Bacillus megaterium BA-019 | 6, 72,8

Kulpreecha et al , 2009

Bacillus megaterium SRPK- | 7, 8, 92,10, 11 Pandian et al , 2010
3
Comamona ssp. EB 162 6.5,7%,75,8 Zakaria et all , 2010

Fuente: GOMEZ CARDOZO Javier Ricardo. Produccién y caracterizacion de
polihidroxialcanatos, sintetizados por microorganismos nativos a partir de residuos
grasos. Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. 2013. P 43.

@Valor reportado para la maxima produccion de biomasa seca.

e Produccion de PHAs por plantas transgénicas. Se buscan desarrollar
tecnologias para producir PHA por medio de tejidos vegetales, tales como
semillas y hojas, los cuales mediante la fotosintesis utilizan el diéxido de carbono
y agua como materia prima para la producciéon de PHAS.

e Sustratos utilizados para la produccién de biopolimeros. Actualmente se
utilizan distintos sustratos para la produccion de PHA, algunos de estos sustratos
son la sacarosa, glucosa, fructosa y acido propionico. Una de las alternativas
que esta tomando fuerza en la actualidad es el aprovechamiento de residuos
agroindustriales, como un nuevo punto de vista en el cual se crean nuevas
alternativas para el uso de subproductos de industrias.

1.2.6 Meétodos de extraccion de PHAs. Luego de la fermentacion, como parte
final se procede a realizar la respectiva extraccion del PHA, la cual se logra por
medio de solventes que permiten destruir la membrana celular extrayendo el PHA

6 LI Shen, JULIANE Haufe, MARTIN K. Patel. Product overview and market projection of emerging
bio-based plastics PRO-BIP 2009. Final Report June 2009. Ultrecht The Netherlands.
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del citoplasma, lugar donde se almacena, siendo separado de la biomasa residual.
Los residuos que quedan presentes en la pared celular son separados por medio
de filtracion y/o centrifugacion. Como ualtimo paso, se lleva a cabo la purificacién la
cual se emplea mediante la mezcla de solventes.

En la Cuadro 4 se muestra un resumen de los métodos de extraccion empleados
para la recuperacion de biopolimeros de origen bacteriano.

Cuadro 4. Métodos de extraccion.

Método de | Ventajas Desventajas Resultados (%wt)
extraccion
Extraccién con | Eliminacién de | Quiebre de la | Pureza: 99,5%
solventes endotoxinas /| morfologia de los | Recuperacion: > 90%

alta pureza. | grdnulos de PHA.

No hay | Alto precio / baja

degradacion recuperacion.

del polimero.
Digestion por | Tratamientos | Baja pureza / | Surfactante: digestién
surfactantes de altas | tratamiento de aguas | de altas densidades

densidades residuales necesario | celulares por SDS.

celulares | degradacion de | Pureza > 95%.

polimero Velocidad de
liberacion > 95%

Digestion por | Alta pureza Degradacion del | Pureza: 99%.
NaClO polimero Recuperacion: 94%
Digestion por | Baja Requiere altas | Pureza: 97%
NaClO y | degradacion cantidades de | Recuperacion: 91%
cloroformo del polimero | solvente.

de alta

pureza.
Digestion por | Degradacion Sal disodica
NaClO y | limitada /|- surfactante — EDTA
surfactantes bajos costos Pureza: 98%

de operacion Recuperacion: 86,6%
Digestion por | Alta pureza /| Grandes volumenes | Pureza: 98,7%
guelatos y | contaminacién | de aguas residuales | Recuperacion: 93,3%
surfactantes ambiental

baja.
Disolucion Alta Pureza: 98,7%
selectiva de | recuperaciéon | - Recuperacion: 95,4%
masa celular no | y alta pureza /
— PHB mediante | bajos costos
protones de operacion
(NPCM)
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Cuadro 4. (Continuacion)

molinos de bolas

uso de

quimicos

pases por el equipo

Método de | Ventajas Desventajas Resultados (%wt)
extraccion

Digestion Buena Altos costos de las | Pureza: 92,6%
enzimatica recuperacion | enzimas Recuperacion: 90%
Disrupciéon con | No requiere el | Requiere de muchos

Homogenizacion
de alta presion

No requiere el
uso de
guimicos

Disrupcion pobre /
velocidad de
disrupcion baja

Rendimiento: 98%
Pureza: 95%

CO2 supercritico | Bajos costos, | Poca recuperacion Recuperacion: 89%

baja toxicidad
Utilizando la | Uso débil en Pureza: 99%
fragilidad celular | extraccion - Recuperacion: 96%
Clasificacion por | Alta pureza Baja recuperacion Rendimiento: 90%
aireacion Pureza: 97%
Liberacion No es | Las células secreta | Rendimiento: 80%
espontanea necesario espontaneamente los

extraer las | granulos de PHB

sustancias

guimicas

Fuente: GOMEZ CARDOZO Javier Ricardo. Produccién y caracterizacion de
polihidroxialcanatos, sintetizados por microorganismos nativos a partir de residuos
grasos. Universidad Nacional de Colombia sede Medellin. 2013. P 45.

1.2.7 Métodos de deteccién y cuantificacién. En esta parte se emplean tintes
lipofilicos, estos poseen una naturaleza lipidica, la cual, permite determinar la
presencia de PHA. Para este procedimiento los tintes que mas se utilizan son Azul
de Nilo y el negro Sudan B.

En la tincion con Azul de Nilo — A, las células son fijadas por calor y al ser
observadas bajo luz fluorescente, pueden emitir una coloracion anaranjada muy
fuerte demostrando que la prueba dio un resultado positivo. Con el negro de Sudan
B, la fijacion de las células se hace al aire libre dando asi una prueba positiva en
dado caso si se presenta una coloracion azul violeta bajo iluminacién directa, si la
coloracion da un color amarillo - café significa que la prueba dio un resultado
negativo.

Para la parte de la cuantificacion del PHA, uno de los mejores métodos que se
puede usar es el de la cromatografia de gases, en el cual se emplea como patron
interno acido benzoico, en el cual se establecen tiempos de retencion para cada
uno de los tipos de estructuras y cantidad de carbonos presentes en ellas. Para
realizar esta cuantificacion es necesario extraer los PHA de las células previamente
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despolimerizarlos mediante métodos como metanolisis 1o que permite formar metil
ésteres o propanolisis para formar propil ésteres.

Otro método que se puede emplear es el analisis Espectroscépico de Resonancia
Magnética Nuclear con C*3 (C'3 — NMR). Esta técnica permite determinar los grupos
terminales y las posibles ramificaciones de las moléculas presentes en las muestras.
Por daltimo, otro método utilizado es el de la espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier FTIR y RMN — 1H, como se expresa en el trabajo de grado
“Efecto del gen fadH1 en la produccién de PHA en mondmeros insaturados por
Pseudomonas putida” del autor Diego Armando Castillo Franco’.

7 CASTILLO FRANCO, Diego Armando. Efecto del gen fadH1 en la produccién de PHA contenido
en mondmeros insaturados por Pseudomonas putida. Trabajo de grado. Pontificia Universidad
Javeriana. Facultad de ciencias. 2008
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2. MATERIALES Y METODOS

En este capitulo se mostraran los reactivos, materiales y métodos que se realizaron
en el trabajo de grado, esto se explica teniendo en cuenta los objetivos propuestos
basado en el objetivo general, demostrando el cumplimiento de estos.

2.1 MATERIALES

2.1.1 AImidon. El almidén de papa utilizado en el proceso fue proporcionado por
la empresa Comercializadora Nacional de Papas R&G ubicada en la Calle 32 B sur
No. 16 F — 21 del municipio de Soacha, Cundinamarca. La empresa produce
mensualmente 65 toneladas de papas “cabello de angel” o fosforito, basado en 200
toneladas de papa cruda que entran en el proceso de produccion, de esto se
obtienen aproximadamente 3 toneladas de almidén himedo mensual, la empresa
vende este almidon a un tercero que se encarga de transformar el almidén humedo
en almidon seco, para luego poder utilizarlo como insumo en la elaboracion de
concentrados para animales domeésticos.

2.1.2 Cepa microbiana (Bacillus subtilis). La cepa microbiana utilizada en el
proceso de fermentacion fue suministrada por el Centro de Gestion Industrial SENA,

sede Paloquemao — Bogot4, esta cepa microbiana fue entregada en un estado de
aislamiento. Ver Imagen 1.

Imagen 1. Bacillus subtilis.
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2.2 EQUIPOS

En el Cuadro 5, a continuacion se muestran los equipos utilizados durante todo el
proceso experimental.

Cuadro 5. Descripcion de equipos utilizados.
Equipo Descripcion Imagen

Es un equipo que
permite la
calcinacion  de
una muestra
hasta una
temperatura de
600°C. Marca
THERMOLYNE

Mufla

Es un medidor de
pH, el cual posee
un
reconocimiento
de sensor con
historial de
calibracion. Este
equipo es
pH-metro utilizado para
monitorear el pH
durante el
proceso de
fermentacion,
para
posteriormente
controlar la
acidez del medio.
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Cuadro 5. (Continuacion)

Equipo

Descripcion

Imagen

Horno

Es un equipo que
permite calentar
diferentes tipos
de muestras a
una temperatura
preestablecida
eliminando  asi
humedad
presente en la
muestra. Marca
BINDER.

Cabina
bioseguridad

de

Es una cabina
donde se
realizan la
manipulacion de
microorganismos
y reactivos
buscando evitar
la contaminacion
de los mismos,
ademas de
buscar la
seguridad del
personal del
laboratorio, se
utiliza para
manipular
reactivos como
acidos o bases,
ademas de la
toma de
muestras en el
proceso de
fermentacion.
Marca ESCO.

g ‘
a
o

~ron
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Cuadro 5. (Continuacién)

Equipo Descripcion
Este dispositivo
permite  agitar,
calentar y
controlar la
temperatura

Plancha de durante la

calentamiento con
agitacion

preparacion de
las soluciones de
almidon de papa
al 0,5% para su
posterior
caracterizacion.
Marca
HEIDOLPH

Balanza analitica

Capacidad
maxima
legibilidad
0,0001g, tamafo
de plato 90mm.
Marca Nimbus.

250g,

Espectrofotbmetro

Es un
espectrofotometr
o UV/vis de un
haz, tiene un
rango de longitud
de onda 190 a
1100nm, Marca
Shimadzu.
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Cuadro 5. (Continuacion)

Equipo

Descripcion

Imagen

Agitador orbital

Es una cabina
incubadora que
logra mantener
constante las
condiciones de
temperatura y
agitacion en el
transcurso de la
fermentacion, el
cual se le

colocaron 6
fermentos de
1000ml de

capacidad para
trabajar en las
siguientes
condiciones de
proceso: 36°C y
15,75 rad/s.

Incubadora

Esta cabina
permite
mantener la
temperatura
constante en
incubaciones de
caldos
fermentativos,
cajas de Petri y
tubos de ensayo
con cultivos
microbianos.
Marca BINDER

P
INCUBADORA N°2 28+1°C
Bl s
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Cuadro 5. (Continuacion)

Equipo

Descripcion

Imagen

Centrifuga

Este dispositivo
se encarga de
poner en rotacion
una muestra,
para separar por
fuerza

centrifuga, sus
componentes o
las fases
presentes en
funcibn de su
densidad, sutiliza
para separar las
fases presentes
al finalizar el

proceso de
fermentacion del
almidén para
realizar la
extraccion de
PHA. Marca
ILETTICH.

Fermentador

Es un frasco
marca SCHOTT
DURAN, el cual
tiene capacidad
de 500 ml de

tapa azul
resistente al
calor, este frasco
soporta el

choque térmico
permitiendo ser
utilizado para la
fermentacion del
almidon de papa.
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Cuadro 5. (Continuacion)

Equipo

Descripcion

Autoclave

Esteriliza a 121
°C y 15 Ib de
presion, durante
20 minutos. Este
equipo esteriliza
en medio
fermentativo,

antes de la
incubacion  del
mismo y los
instrumentos a
utilizar en el
laboratorio de
microbiologia.

Microscopio

Permite la
visualizacion del
interior de las
bacterias  para

observar la
presencia de
PHA. Marca
ZEIZZ
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Cuadro 5. (Continuacion)

Equipo Descripcion
Permite la
determinacién de
Cromatografo de metil ésteres
gases acoplado a | presentes en el
masas PHA obtenido.

Marca Agilent
technologies

COLUMNA
INCTAT ANVA

S ten

oA

Ao WP - Sms
90 0,25 o + 0.2%

2.3 REACTIVOS

En el Cuadro 6 se muestran los reactivos usados durante la experimentacion y los
usos que se les dio a lo largo de este.

Cuadro 6. Reactivos utilizados y usos.

Reactivos Usos

Es usada como diluyente en las
soluciones preparadas

Es una base quimica de color blanco,
utiizada en la titulacion de la
determinacién de acidez del almidén

Agua destilada

Hidroxido de sodio 0,1N

de papa.
Es una solucion de sulfato de cobre,
Reactivo de fehling A utilizada en la determinacion de

azucares reductores.
Es una solucién alcalina de tartrato de
sodio potasio e hidréxido de sodio,
utilizada para la determinacién de
azucares reductores.

Reactivo de fehling B
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Cuadro 6. (Continuacion)

Reactivos

Usos

Acido clorhidrico al 37% v/v

Es una disolucion acuosa del gas
cloruro de hidrogeno utilizada para la
determinacion de azucares
reductores y no reductores.

Acido sulfarico al 98% v/v

Es un acido fuerte que se utiliza para
realizar la hidrolisis acida en la
determinacién de nitrogeno por el
método kjedhal.

Fosfato de potasio

Es una sal utilizada como estandar de
trabajo para la realizacion de la curva
de calibracién en la determinacion de
fosfolipidos en el almidon de papa.

Citrato férrico amoniacal

Es una sal amonica de un &cido citrico
utilizado como regulador de acidez en
el proceso de fermentacion.

Sulfato de amonio

Es una sal de amonio utilizado como
activador de la fermentacion, aporta
iones de amonio.

Fosfato diacido de potasio

Sal soluble que aporta fosforo y
potasio ayudando a la bacteria en el
proceso de acumulacion de energia

Fosfato acido de sodio

Es una sal anhidra la cual se utiliza
para ajustar el pH y limitar el nitrégeno
en el medio.

Sulfato de magnesio heptahidratado

Es una sal hidratada la cual ayuda a la
bacteria en la sintesis de proteina.

Cloruro de calcio dihidratado

Es una sal inorganica hidratada la cual
se usa como nutriente en el proceso
de fermentacion.

Agar nutritivo

Es un medio de cultivo usado como
rutina para todo tipo de bacteria,
distinguiendo el crecimiento
microbiano en su superficie.

Agar peptona

Es un polvo de polipéptidos que es
utilizado como medio de cultivo, el
cual se diluye en el agua. Es utilizado
para la elaboracion de diluciones de
microorganismos durante la
fermentacion.

Negro sudan B

Es un tinte diazo del tipo licrosomo, lo
cual quiere decir que fija el colorante
a la bacteria.
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Cuadro 6. (Continuacion)

Reactivos Usos
Xileno Es_ utiIiza_do para a’clarar el
microorganismo en la tincion.
Es un colorante utilizado para poder
Fucsina facilitar la identificacion de

polihidroxialcanoato.

Cloruro de sodio

Es utilizado en el pretratamiento del
pellet resultante de la centrifugacion
después de la fermentacion.

Hidréxido de sodio 0,1M

Es utilizado en la extraccion del PHA
obtenido durante la centrifugacion del
pellet.

Es usado en el lavado del pellet en el

Etanol proceso de extraccion del PHA.
Es usado para observar la
Metanol precipitacion de la fase organica en la
extraccion.
2.4 METODOS

En el Diagrama 1 se presenta las diferentes fases a trabajar para la evaluacion de
la obtencibn de PHA. Donde
acondicionamiento del almidén de papa para las determinaciones dentro de la
caracterizacion del mismo, que aporta datos para el inicio del proceso de
fermentacidn; a continuacién, se prosigue con el proceso de fermentacién por medio
de Bacillus subtilis, cepa microbiana de la cual se evalla la transformacion del
residuo de almidén en PHA; para finalmente pasar a la Gltima fase de la evaluacién

inicialmente se

la cual es la caracterizacion del PHA obtenido.

Diagrama 1. Sintesis de Polihidroxialcanoatos

Acondicionamiento
del almidén de

papa

Activacion, cultivo e
inoculacién de la
cepa

Seleccidn de las
condiciones del % Fermentacidn I::> Extraccion
proceso fermentativo
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2.4.1 Acondicionamiento del almidon de papa. En el acondicionamiento del
almidon de papa se presenta en el Diagrama 2, este se realiza mediante procesos
de secado, molienda, tamizado; seguido a estos procesos se autoclava el almidén
para eliminar los microorganismos presentes en el mismo y que la fermentacion se
dé exclusivamente por la cepa microbiana Bacillus subtilis. Posteriormente se
realiza la caracterizacion del almidon.

Diagrama 2. Acondicionamiento del almidén de papa

Preparacion de

Recoleccidn del

e L~ ) [N ) solucion de almidon
almidén de j‘> Secado 1 Molienda 1 Tamizado :l> de papa al 0,5 %
papa ‘ n|1/v
Purificacién <:: Auto clavado
Caracterizacion
del almidon

nativo

2.4.2 Activacion, cultivo e in6culo de la cepa microbiana. La activacion de la
cepa microbiana a trabajar se plantea en el Diagrama 3; se prepara una solucion de
agar nutritivo, el cual se esteriliza en autoclave. EI microorganismo se cultiva en el
agar estéril por medio de siembra con asa, posteriormente se incuba en una
temperatura de 36 °C, pH 7 y en presencia de oxigeno buscando un desarrollo
optimo de la Bacillus subtilis.

Diagrama 3. Activacion de cepa microbiana de Bacillus subtilis

Preparar SLN N Adicionar en Sembrar con asa
de agar 2 Autoclavar ) ) microorganismos en b Incubar
g cajas de Petri .g )
nutritivo las cajas de Petri

Posterior a la fase de activacion microbiana, se realiza el aislamiento de la cepa
descrito en el Diagrama 4, para este proceso se analiza la morfologia de las cajas
de Petri incubadas y se toman las colonias mas puras para resembrarlas en agar
nutritivo estéril y asi tener como resultado la cepa aislada.
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Diagrama 4. Aislamiento de cepa microbiana de Bacillus subtilis.

Analizar morfologia Tomar asada de Adicionar en

en las cajas de Petri las colonias . . Cepa aislada
s cal ::> ::> cajas de Petri :> P
incubadas mas puras

Antes de iniciar la fase de fermentacion microbiana, se realiza la preparacion del
in6culo, medio en el cual el microorganismo se acondiciona al sustrato establecido
para la fermentacion, en el Diagrama 5 se plasma este proceso, en el cual se
prepara una solucion de almidon de papa del 10% del volumen total preparado para
la fermentacion donde se adiciona el microorganismo y se deja incubando en
agitador orbital por 48h a 15,75 rad/s y pH 7.

Diagrama 5. Preparacion del In6culo

Preparar SLN de Adicionar 5LN de

almidon de papa con r.| almiddn de papa con } ) -
e e > : Pap 4 Medir pH e

los nutrientes [10% nutrientes preparada

del fermento) a fermentador —

Incubar en _ Adicinn::r p ¢Esta Adicionar
agitador orbital < microorganismos £ 3 K el pH * carbonato de
incubados T en 7?7 calcio
+[ RO

2.4.3 Seleccion de las condiciones del proceso fermentativo. En el Diagrama
6, se realiza la evaluacién de las condiciones de proceso fermentativo, mediante la
preparacion de 4 tipos de tratamientos (almidon hidrolizado con nutrientes, almidon
sin hidrolizar con nutrientes, almidon hidrolizado sin nutrientes y almidon sin
hidrolizar sin nutrientes), a dichos tratamientos se les esteriliza para eliminar los
microorganismos que estén presentes en los mismos, posteriormente se siembran
los microorganismos y se incuban a las condiciones de proceso (72h a 15,75 rad/s
y pH 7), durante ese proceso se realizan muestreos cada 24 horas para analizar el
comportamiento de la concentracion de azucares reductores en el transcurso del
tiempo, para finalmente seleccionar las condiciones de proceso a seguir en la
fermentacién microbiana.
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Diagrama 6. Seleccion de las condiciones del proceso fermentativo

Adicionar gotas
de H:504

Preparar 5LN de
almidon de papa

Adicionar gotas
de H:504

Hidrolizar
solucion

R

Solucion de
+  almidon de

Solucion de
almidan de
papa

E—

Hidrolizar
solucion

papa

Adicionar
nutrientes

|

los
microorganismos
,r’\lx
Esterilizacion
de los 4 tipos
de tratamientos

—

Adicionar
nutrientes

Sembrar con asa

Incubar en
agitador
orbital

{

Muestreo cada
24h

i

Determinacion de
azucares reductores
por DNS

2.4.4 Fermentacion. En el Diagrama 7, se presenta el proceso llevado a cabo en
la fermentacion microbiana, en esta fase se realiza la fermentacion de la solucion
de almidon de papa previamente esterilizada, donde se adiciona el 90% de volumen
total del fermento y el inoculo con los microorganismos incubados; el inoculo
representa el 10% del volumen total del fermento. Durante este proceso
fermentativo se mantiene el pH en un valor de 7, esto de acuerdo a las condiciones
en las cuales la cepa microbiana debe crecer. Para determinar el rendimiento de la
fermentacion se determina la concentracion de azucares reductores en muestras
tomadas cada 24 horas durante tres dias, tiempo en el cual se da por finalizado la

fermentacion.
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Diagrama 7. Fermentacion microbiana

Preparar SLN de
almidén de papa con
los nutrientes (90%
del fermento)

o

Esterul!za_r solucion . ~| Adicionara r) Adicionar 10% | T

de almidon de papa | 4 A . Medir pH .

) ¥ fermentador v de inoculo
con nutrientes
Y4
Tomar muestras Incubar en . .___.-"Egsta'-_-._ Adicionar
cada 24 horas agitador /| SLk 0 elpH carbonato de
durante 72 horas - e BN TP calcio
orbital

2.4.5 Extraccion. En la fase de extraccion del PHA obtenido planteada en el
Diagrama 8 las muestras extraidas durante el proceso de fermentacion se filtran
para separar la muestra de los residuos de almidon que no se fermentaron,
posteriormente se da inicio al tratamiento de la muestra cédmo se plantea en el
articulo “Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHXx) copolymer from
Cupriavidus necator recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium
sp. USM2"8, Donde plantean la extraccién de PHA a partir de un tratamiento con
NaCl, NaOH y etanol; de lo cual realizaron 5 experimentos (A, B, C, D y E) con
variaciones en las metodologias de tratamiento. De estos experimentos se
seleccionaron dos; los experimentos B y C, dado que arrojaron mayores resultados
en el proceso de extraccidon; basado en unas condiciones de proceso al momento
de centrifugar con unas velocidades de 350 y 6000 RPM dependiendo del paso que
se esté realizando; debido a lo analizado anteriormente se evaltan estos dos
experimentos para determinar cuél presenta mejores resultados en cuanto a la
cantidad de biomasa extraida y asi proceder con la extraccion del PHA obtenido.

8 SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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Diagrama 8. Extraccion de PHA obtenido

. Agregar Limpiar usando 20%
Pretratamiento usando . )
NaCl a 302C por 3 horas Centrifugar por 45 :> aproximadamente 1g/L :> (v/v) 0,5 ml de etanol
a 3-50pr m Y| minutos a 6000 rpm de NaOH (0.1M} y a302Cporlhy
P agitar a 350 rpm por 1h. agitacion de 350 rpm

!

Desecar en ambiente Centrifugar por 45
PHA obtenido (] controlado de ] minutos a 6000 rpm

humedad

2.4.6 Determinacion de metil ésteres en el PHA obtenido. En el Diagrama 9, se
establece el procedimiento a realizar una cromatografia de gases para la
determinacidon de metil ésteres presentes en el PHA obtenido, donde previamente
se resuspende el PHA en metanol para su dilucién y asi estar listo para el proceso.

Diagrama 9. Cromatografia de gases: método de deteccion de metil ésteres del
PHA obtenido.

Determinacion de

metilesteres en el :|‘> Resuspensidn del || Cromatografiade | | Deternf_ninacién de
PHA obtenido PHA v Gases v metilesteres

2.5 CARACTERIZACION

2.5.1 pH. La medicién del pH se realiza con un pHmetro y/o un papel indicador que
mide el potencial de hidrogeno en una solucién.

2.5.2 Azucares reductores y no reductores. Basado en la norma técnica
colombiana NTC 1779 la cual tiene por titulo “Método para determinar azucares
reductores totales expresados como reductores”, se realiza el método utilizando dos
diluciones de Fehling A y Fehling B, las cuales producen el ion Cu?* debido al
complejo de iones tartrato en medio basico (-OH) de color azul-verdoso a Cu* que
precipita en forma de Cu20 rojo ladrillo. Manifestando la presencia de azucares
reductores (aldolasas: glucosas, ribosa, eritrosa, etc.), ya que realiza una reacciéon
Redox en el grupo aldehido del azlicar es oxidado a grupo acido por el Cu?* que se
reduce a Cu*. Este método utiliza dos diluciones, una que es Fehling A en donde se
adiciona CuSO4*5H20 y se disuelve con agua destilada en un balon aforado de 100
ml; Fehling B donde se preparar al 15% sal de Rochelle (Tartrato de sodio y potasio)
en solucién acuosa al 5% de NaOH. Se prepara una solucion de almidon de papa
al 0,5% m/v y se realiza una solucion de glucosa el 0,5% como patron en un balén
aforado. Se toman 5 ml de las soluciones de reactivos de fehling A 'y B en
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erlenmeyers de 100 ml y se afiade 20 ml de agua destilada con 2 o0 3 gotas de azul
de metileno. En una bureta de 50ml se va adicionando la solucién patrén de glucosa
mientras la solucion de Fehling esta en calentamiento y observar igualmente se
realiz6 para la solucion de almidon de papa y se observo el cambio en la coloracién
de azul a rojo ladrillo, como se expresa en la tesis de grado “Evaluacién de la
sintesis de &cido polilactico proveniente del suero de queseria a nivel laboratorio”
de los autores Laura Cuervo y Julio Echeverry®.

2.5.3 Método kjeldahl para la determinacion del Porcentaje de nitrogeno. Se
realiza la prueba por medio de la norma AOAC 2000, el cual se basa en la
determinacion del contenido de nitrégeno en muestras organicas, en donde se
realiza la digestion de una muestra, por medio de la reaccion con acido sulfdrico a
altas temperaturas (420°C) y un catalizador, produciendo asi, sulfato acido de
amonio NH4HSO4; luego se hace reaccionar el NH4HSO4 con hidroxido de sodio
NaOH, donde se da la liberacion de amoniaco, el cual por arrastre de vapor de agua
produce hidroxido de amonio NH4OH, este se hace reaccionar con H3BOs para
producir NH4H2BO3 y finalmente se titula con HCI al 0,1 M, este proceso se realiza
con el indicador tashiro, el fin de la titulacién se da cuando la solucion a titular pasa
de un color verde esmeralda a un color azul. Los célculos para la determinacion del
contenido de nitrégeno se realizan por retroceso en las reacciones involucradas en
el proceso, usando célculos estequimétricos.

2.5.4 Temperatura de gelatinizacion. La prueba se realiza por el método
establecido de Grace, 1977. Esta prueba se realiza pesando 10 g de almidén (base
seca) para disolverlos en agua destilada en un vaso de precipitado completando a
200 ml, se agita constantemente. Se procede a llevarlo al bafio de maria, calentando
el agua a una temperatura de 90°C, con un termometro, se va agitando mientras se
observa que la temperatura se mantenga constante en un punto, esperando que
se forme una capa de gel en el medio. Se procede a tomar valores.

2.5.5 Porcentaje de humedad. Esta prueba se realiza por la norma NTC 572
donde se busca determinar este porcentaje retirando la humedad de la muestra
mediante altas temperaturas. Esto se desarrolla pesando las capsulas donde se
pondra la muestra, inicialmente vacias, luego se pesan junto con la muestra y se
introducen en un horno a una temperatura aproximada de 100°C. Se dejan ahi el
tiempo que se considere necesario hasta que la muestra esté completamente seca.
Se retiran las capsulas del horno y se introducen en un desecador esperando que
alcancen temperatura ambiente para luego pesarlas y asi realizar los respectivos
calculos para obtener el porcentaje de humedad.

9 CUERVO GARCES, Laura Viviana. ECHEVERRY VARGAS, Julio Cesar. Evaluacion de la sintesis
de &cido polilactico proveniente del suero de queseria a nivel laboratorio. p50. Trabajo de grado.
Fundacién Universidad de América. 2016.
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2.5.6 Porcentaje de cenizas. La prueba se realiza mediante la norma AOAC
942.05, 2000. Este método proporciona una estimacion del material mineral
presente en la muestra de almidén incluyendo metales, sales y trazas de elementos.
Se procede a pesar alrededor de 5 gr de almidén humedo en un crisol de porcelana
previamente lavado y secado en el horno. Se pesa el crisol inicialmente vacio y
luego se pesa el crisol con la muestra, luego se procede a colocar el crisol con la
muestra dentro de la mufla a una temperatura de 700°C por 3 horas y media.
Transcurrido el tiempo, se coloca en un desecador hasta alcanzar temperatura
ambienté, luego se pesa el crisol con las cenizas y se realizan los respectivas
calculos y asi obtener la cantidad de cenizas presentes expresandolas como
porcentaje.

2.5.7 Método de diluciones y conteo en placa. Este método se utiliza para
realizar siembra en agar nutritivo de diluciones en agua peptona llegando a un factor
de diluciones de 10°, posteriormente se realiza el conteo en placa de las Unidades
formadoras de colonia (UFC) presentes en cada caja de Petri sembrada; este
meétodo se realiza para determinar las diferentes fases y tiempos de crecimiento
microbioldgico durante el proceso de fermentacion, graficando tiempos de muestreo
en la fermentacion vs. Unidades formadoras de colonia (UFC).Este procedimiento
se ilustra en la Figura 4.

Figura 5. Método de diluciones para el conteo en
placa.

Fuente: Técnicas de Recuento Bacteriano,
Universidad Nacional a distancia (UNAD), extraido de:
<http://datateca.unad.edu.co/contenidos/201504/micr
0/3_4 3recuento.htm>
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2.5.8 Método para la determinacion de metil ésteres por Cromatografia de
gases. Este método utiliza el cromatografo de gases, en donde la muestra se
volatiliza, posteriormente se inyecta en la cabeza de una columna cromatografica
donde entra en contacto con dos fases, una fase movil, la cual produce una elucion
por el flujo de la misma, esta fase movil es un gas inerte, el cual no interacciona con
las moléculas del analito, pues su funcioén es la de transportar el analito a través de
la columna; la otra, una fase estacionaria, la cual no se mueve y es la que tiende a
retener las sustancias mas afines 0 menos afines a esta fase; de acuerdo a las
caracteristicas quimicas de cada sustancia tiene distinta tendencia a ser o no
retenida en la columna, esto se traduce a que cada sustancia posee un distinto
coeficiente de distribucion entre las dos fases, este coeficiente es una medida de la
tendencia relativa en que la sustancia queda en una fase o en la otra.

Durante este proceso el PHA obtenido entra en contacto con la fase estacionaria, la
cual esta fijada la columna, en esta fase, cada sustancia que componga este PHA
tendra una menor o mayor afinidad con la misma. Posteriormente se hace pasar la
fase movil, llamada eluyente, la cual arrastra en mayor grado las sustancias que son
menos afines a la fase estacionaria. Para finalmente separar las sustancias que
forman el PHA obtenido y enviarlas secuencialmente a un tipo de detector el cual
determina y cuantifica cada una de las sustancias que componen el PHA. Todo este
proceso se realiza bajo unas condiciones especificas de proceso para el analisis
cromatografico.

2.6 DEFINICION DE PARAMETROS Y DISENO EXPERIMENTAL

Para la obtencion de polihidroxialcanoatos, es necesario una fuente de carbono
como sustrato para su produccion por fermentacion microbiana, en este caso el
almidon de papa, por tal motivo es necesario realizar el proceso fermentativo es
necesario analizar la concentracion de sustrato, para determinar la concentracion
en la cual se produzca mayor rendimiento fermentativo. En dicho proceso se tendran
dos variables experimentales, concentracion de sustrato y la adiciobn o no de
nutrientes; variables seleccionadas de acuerdo al andlisis que se realiza en la
seleccién de las condiciones del proceso fermentativo y lo recomendado en los
antecedentes bibliograficos, donde se tendran en cuenta los resultados
experimentales y la influencia que tienen las variables seleccionadas en la variable
de principal interés, que es la cantidad de polihidroxialcanoatos que produce la cepa
microbiana; determinando asi la finalizacion de la fermentacion y por medio de la
pruebas para determinar la cantidad de PHA producido, el rendimiento del proceso
evaluativo.

El disefio experimental planteado, se mantiene como constante la velocidad de
agitacion (RPM) del medio fermentativo, esto genera un flujo de aire necesario en
el proceso de fermentacion, debido que la bacteria productora de PHA es una
bacteria aerobia que necesita oxigeno para la oxidacion del sustrato y la obtencion
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de energia por parte del microorganismo*°. La velocidad de agitaciéon sera de 15,75
rad/s, de acuerdo lo planteado en la tesis “Efecto del gen fadh1 en la produccion
de PHA conteniendo monémeros insaturados por Pseudomonas Putida™!; este
valor se establecié de acuerdo a lo investigado en el antecedente bibliografico
“‘Evaluacion de viabilidad técnico-financiera de la  produccion de
polihidroxialcanoatos a partir de acidos grasas obtenidos en la refinacion del aceite
de palma en Gradesa S.A. a nivel laboratorio” de los autores Isaza Jacome Angie
Catherine y Uscategui Alfonso Maria del pilar’?, donde se obtuvo la mayor
produccion de PHA con esta velocidad de agitacion.

Previo a la fermentacion, se realiza la seleccion de las condiciones de proceso
fermentativo para determinar si el microorganismo a trabajar hidroliza el almidon o
no, ademas, si para el crecimiento microbiano y produccién de PHA necesita 0 no
de nutrientes el microorganismo en cuestion; este analisis se plantea con la
preparacion de 4 tipos de tratamientos (almidén hidrolizado con nutrientes, almidén
sin hidrolizar con nutrientes, almidon hidrolizado sin nutrientes y almidon sin
hidrolizar sin nutrientes), de concentracion de sustrato de 15g/L cada uno
(concentracion tomada al ser la concentracién mas alta trabajar en la fermentacién);
de estos tratamientos se toman muestras cada 24 horas durante 72 horas, para
finalmente determinar si el microorganismo necesita o no de hidrolisis de su sustrato
y de la adicion o no de nutrientes por medio de la determinacion y consumo de
azucares reductores en cada muestreo.

Todo lo anteriormente planteado se encuentra en el Cuadro 7. Donde se plantea
un disefio factorial 22 para la seleccion de las condiciones de proceso fermentativo.

10 TORTORA. Gerard j., FUNKE Berdell R., CASE Christine L. Introduccién a la microbiologia.
Capitulo 5: Metabolismo Microbiano. Editorial Médica Panamericana Novena edicion. Madrid
Espafa 2007. p 123.

11 CASTILLO FRANCO. Diego Armando. Efecto del gen fadhl en la produccion de PHA conteniendo
mondmeros insaturados por Pseudomonas Putida. p 40. Trabajo de grado (Microbidlogo industrial).
Pontificia Universidad Javeriana de Brasil. 2008. Facultad de ciencias. Disponible en:
<http://www.javeriana.edu.co/biblos/tesis/ciencias/tesis219.pdf>

12 |ISAZA JACOME. Angie Catherine. USCATEGUI ALFONSO. Maria del pilar. Evaluacion de
viabilidad técnico-financiera de la produccion de polihidroxialcanoatos a partir de acidos grasas
obtenidos en la refinacion del aceite de palma en Gradesa S.A. a nivel laboratorio. p47. Trabajo de
grado (Ingeniero quimico). Fundacion Universidad de América. 2014.
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Cuadro 7. Selecciéon de condiciones de proceso fermentativo.

Concentracion Adicién al Tratamiento del
de sustrato
sustrato sustrato
(g/L)

Nutrientes Hidrolizado

15 Sin Nutrientes
Nutrientes Sin Hidrolisis

Sin Nutrientes

Posteriormente se realizara la fermentacion microbiana, donde la primera variable
independiente sera la concentracion de sustrato que tendra tres valores, 5g/L, 10g/L
y 15 g/L de sustrato; estas concentraciones se seleccionaron de acuerdo a lo
analizado en el trabajo de grado “Evaluacion de viabilidad técnico-financiera de la
produccion de polihidroxialcanoatos a partir de acidos grasas obtenidos en la
refinacion del aceite de palma en Gradesa S.A. a nivel laboratorio” de los autores
Isaza Jacome Angie Catherine y Uscategui Alfonso Maria del pilar'®, donde se
analizaron concentraciones de 1, 5y 10 g/L, en cuanto a los resultados encontrados
determinaron que la mejor concentracion de sustrato fue de 5 g/L en donde el
microorganismo tuvo mayor crecimiento, por tal motivo se decidid tomar esta
concentracion como uno de los tres valores para la primera variable independiente,
las otras dos concentraciones fueron escogidas para evaluar el crecimiento
microbiano y la produccién de PHA con un sustrato de mayor concentracion. A
dichas concentraciones se le realizaran los tratamientos que presenten mejores
resultados en la seleccion de las condiciones de proceso fermentativo.

La segunda variable independiente sera la adicién o no de nutrientes al sustrato, de
acuerdo a lo realizado en el trabajo de grado “Estudio de la produccién de
Polihidroxialcanoatos (PHA) por Bacillus sp. utilizando glicerol como fuente de
carbono” de la autora Banacore Analial4, donde se plantea afiadir diferentes
nutrientes como Naz2HPO4, KH2PO4 (NH4)2SO4 en las siguientes concentraciones
4,45 g/L, 1,5 g/L y 1 g/L respectivamente, para mejorar el crecimiento microbiano
de la Bacillus subtilis durante el proceso de produccién de PHA. La seleccion de las
variables independientes mencionadas se hara con el fin de evaluar la mejor
combinacion las mismas para una mayor produccién de PHAs.

13 |ISAZA JACOME. Angie Catherine. USCATEGUI ALFONSO. Maria del pilar. evaluacion de
viabilidad técnico-financiera de la produccion de polihidroxialcanoatos a partir de acidos grasas
obtenidos en la refinacion del aceite de palma en Gradesa S.A. a nivel laboratorio. p47. Trabajo de
grado (Ingeniero quimico). Fundacion Universidad de América. 2014.

14 BANACORE Analia. Estudio de la produccién de Polihidroxialcanoatos (PHA) por Bacillus sp.
Utilizando glicerol como fuente de carbono. p. 27. Tesis de grado (Licenciatura en Biologia opcion
Biotecnologia). Universidad de la Republica de Uruguay. Facultad de ciencias. Disponible en
repositorio institucional de la Universidad de la Republica de Uruguay coleccion digital.
<https://www.colibri.udelar.edu.uy/>
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Todo lo anteriormente planteado se encuentra en el Cuadro 8. Donde se plantea
las variables independientes para el proceso de fermentacion.

Cuadro 8. Variables a trabajar en la fermentacion.

Concentracién de L
sustrato (g/L) Adicion al sustrato

5 Nutrientes

Sin Nutrientes
10 .Nutrieptes

Sin Nutrientes
15 .Nutrieptes

Sin Nutrientes
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

En el presente capitulo se evidencia el trabajo realizado a nivel laboratorio hasta la
caracterizacion del PHA obtenido, demostrando asi el proceso en cada fase y los
hallazgos presentados en la fase de trabajo de las mismas.

3.1 ACONDICIONAMIENTO DEL ALMIDON DE PAPA

Para el acondicionamiento del almidén de papa, se realizan diferentes procesos de
pretratamiento para que el almidon esté en condiciones para su caracterizacion y
su posterior fermentacion; inicialmente se seca el residuo de almidén de papa en el
horno a 103°C durante 4 horas para la eliminacion de agua presente en el mismo.
A continuacion se realiza el proceso de molienda donde se utiliza un mortero para
disminuir el tamafio de particula para posteriormente pasarlo por tamices para tener
un tamafio de particula uniforme, donde se pasa a dos procesos mencionados a
continuacion:

El primero es el autoclavado del almidon para la eliminacién de los microorganismo
presentes en el mismo; este proceso se realiza en una autoclave para esterilizarlo
durante 15 minutos a 121°C y 15 |b de presion, finalizado este proceso el almidén
esta listo para el proceso de fermentacion.

En cuanto al segundo proceso mencionado después del tamizado del almidon es la
caracterizacion del mismo, proceso realizado para aportan datos para el inicio de la
fermentacion. Para esto se realizan diferentes determinaciones como humedad y
cenizas, azucares reductores y no reductores, porcentaje de nitrdgeno, pH y acidez
y temperatura de gelatinizacion; estas determinaciones se encuentran detalladas en
el item de caracterizacion del capitulo 2 materiales y métodos de este trabajo de
grado.

3.2 ACTIVACION, CULTIVO E INOCULO MICROBIANO

Para la activacion de la cepa microbiana suministrada por el Centro de Gestion
Industrial SENA, sede Paloquemao — Bogot4, se prepara una solucion de agar
nutritivo para realizar una siembra en 2 cajas de Petri por lo que se pesa 0,46 g de
agar nutritivo y se adicionan 20 ml de agua destilada en frasco de tapa azul de 250
ml, se estabiliza en plancha de termoagitacién, luego se esteriliza en una autoclave
a 121°C y 15 Ib de presion durante 15 minutos. Se adiciona la solucion de agar en
las cajas de Petri esterilizadas, se espera a que se gelifique el agar en las cajas, se
siembra con asa el microorganismo por agotamiento por estria el cual fue entregado
en estado de aislamiento (procedimiento realizado en cabina de bioseguridad) y se
incuba durante 48h a 36°C.

Pasadas las 48 horas de activar los microorganismos (véase imagen 2) se analiza
la morfologia del microorganismo como se observa en la imagen 2 y se determina
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la pureza del cultivo si es necesario una siembra adicional para tener la cepa
aislada.

Imagen 2. Bacillus subtilis, cepa activada (A) y su
morfologia posterior de la realizacion de tincion de Gram

(B).

Posteriormente se realiza el in6culo, mediante la preparacion de soluciones de
almidon de papa de 5 ml cada una, volumen determinado para ser el 10% de los
fermentos, los cuales tendran un volumen total de 500 ml cada uno; a los inéculos
se esterilizan en autoclave a 121°C y 15 Ib de presién durante 15 minutos,
posteriormente se realiza la medicion del pH, si este no esta en pH 7 se realiza la
neutralizacion de los mismos con la adicion de carbonato de calcio hasta neutralizar
el pH; al tener los inéculos esterilizados y neutralizados se les adiciona los
microorganismos incubados, para finalmente incubarlos en agitador orbital durante
48 horas a 36°C y 15,75 rad/s, el indculo es realizado con el fin de adaptar el
microorganismos y tener una concentracion inicial de microorganismos en la
fermentacion se realiza antes de iniciar la fermentacion.

3.3 SELECCION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO FERMENTATIVO

Antes de iniciar la fermentacién se realiza una seleccion de condiciones de proceso
fermentativo para determinar el comportamiento del microorganismo con almidén
estéril hidrolizado (procedimiento realizado con hidrolisis acida con &cido sulfarico)
y estéril sin hidrolizar. Adicionalmente si es necesario, la adicion de nutrientes al
sustrato como se plantea en el trabajo de grado “Estudio de la produccion de
Polihidroxialcanoatos (PHA) por Bacillus sp. utilizando glicerol como fuente de
carbono” de la autora Banacore Analia'®, donde se evalla la adicién de nutrientes

15 BANACORE Analia. Estudio de la produccién de Polihidroxialcanoatos (PHA) por Bacillus sp.
Utilizando glicerol como fuente de carbono. p. 41. Tesis de grado (Licenciatura en Biologia opcién
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como NazHPO4, KH2PO4 (NH4)2S04 en las siguientes concentraciones 4,45 g/L, 1,5
g/L y 1 g/L respectivamente, para evaluar el crecimiento microbiano durante el
proceso y la produccion de PHA; en esta referencia bibliogréafica utilizaron una cepa
microbiana (Bacillus sp.), de la misma familia a la utilizada en el presente trabajo de
grado (Bacillus subtilis.); adicionalmente a estos dos tipos de tratamientos se
realizan dos mas sin nutrientes con almiddn estéril hidrolizado y almidon estéril sin
hidrolizar.

Para todos los tipos de tratamientos, se tomaron muestras cada 24 horas durante 3
dias, para determinar la concentracion de azucares reductores por DNS en cada
muestreo y asi determinar si el microorganismo hidroliza el almidén o no; ademas
de establecer las condiciones de proceso a seguir en la fermentacion. Lo
anteriormente mencionado se encuentra en el Cuadro 7 del capitulo 2, item
definicion de parametros y disefio experimental.

Los resultados de las determinacion de azucares reductores por DNS, se plantean
en la Tabla 1.

Tabla 1. Absorbancia a 575nm y concentracién de azucares
reductores (g/L), muestras de la seleccion de condiciones del
proceso fermentativo.

Horas item HN SHN HSN SHSN
0 (@) 0,206 1,000 0,131 0,062
(b) 0,415 2,003 0,265 0,127

24 (@) 0,267 1,322 0,120 0,153
(b) 0,537 2,647 0,243 0,309

48 (@) 0,194 0,802 0,118 0,104
(b) 0,391 1,607 0,239 0,211

72 (@) 0,261 0,720 0,127 0,101
(b) 0,525 1,443 0,257 0,205

(a) Absorbancia a 575nm
(b) Concentracion de azucares reductores (g/L)

Los datos planteados en la Tabla 1 estan plasmados en las Grafica 1 del capitulo
4, dichos datos se obtuvieron usando la curva de calibracion de DNS planteada en
el ANEXO C.

Biotecnologia). Universidad de la Republica de Uruguay. Facultad de ciencias. Disponible en
repositorio institucional de la Universidad de la Republica de Uruguay coleccion digital. <
https://www.colibri.udelar.edu.uy/>
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3.4 FERMENTACION

Finalizando la seleccion de las condiciones de proceso fermentativo, se inicid la
fermentacion con las condiciones de sustrato de almidon sin hidrolizar, con
nutrientes y sin nutrientes, donde las concentraciones a trabajar son 5, 10 y 15 g/L
anteriormente mencionadas en la definicion de parametros y disefio experimental.
Se colocaron 6 erlenmeyers de 1000 ml de capacidad con 500 ml de fermento cada
uno, estos son llevados a un agitador orbital como se ve en la Imagen 3, a 35°C,
15,75 rad/s y a un pH de 7 durante 72 horas, en las cuales se tomaron muestras de
1 ml cada 24 horas a cada erlenmeyer.

Imagen 3. Fermentacion microbiana en
agitador orbital.

Se preparan 6 tubos de ensayo con 9 ml de solucion agua peptona, para realiza
diluciones de las muestras tomadas y sembrar en cajas de Petri, para realizar
conteo en placa de cada una de las muestras. Para iniciar este proceso, se adiciona
en un primer tubo, 1 ml de las muestras extraidas, se agita en un mezclador para
homogenizar la muestra, seguidamente, se toma 1 ml del tubo homogenizado y se
aflade a un nuevo tubo de ensayo con solucidn de agua peptona, se agita de nuevo
en un mezclador; este procedimiento se realiza consecutivamente en los 4 tubos de
ensayo restantes. Se toman 100 pl con una micropipeta del ultimo tubo donde se
hizo la dltima dilucién y se afiade a una caja de Petri con agar nutritivo estéril, en la
cual se realiza un esparcimiento por toda la caja utilizando una rastrillo de vidrio y
se lleva a una incubadora por 24 horas; pasado este tiempo, se procede a hacer el
conteo de unidades formadoras de colonia (UFC); proceso que se repite cada 24
horas con las muestras tomadas de cada uno de los fermentos, las diluciones finales
son de 10°. El procedimiento anteriormente mencionado se realizé en la cabina de
bioseguridad.
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Los resultados del crecimiento microbiano en las cajas de Petri durante la
fermentacién, se evidencian en el Cuadro 1 del ANEXO B, asi como la evidencia
fotografica del conteo en placa en el Cuadro 9.

Cuadro 9. Conteo en placa del crecimiento microbiano durante el proceso
fermentativo en los tiempos de 24h y 72h.

Tiempo |Descripcion Imagen

Conteo en cajas de
Petri concentracion de
sustrato 5g/L sin
hidrolizar con
nutrientes.

24 horas

Conteo en cajas de
Petri concentracion de
sustrato  10g/L  sin
hidrolizar con
nutrientes.

Conteo en cajas de
Petri concentracion de
sustrato  10g/L  sin
hidrolizar sin nutrientes.

24h
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Cuadro 9. (Continuacién)

Tiempo |Descripcion Imagen
e
L
Conteo en cajas de
Petri concentracién de
72 horas |sustrato  10g/L  sin
hidrolizar con
nutrientes.
in
i
Conteo en cajas de
Petri concentracién de
72 horas [sustrato  15g/L  sin
hidrolizar con
nutrientes.

Ademas durante la fermentacion se realizaron la prueba de DNS para azucares
reductores, para determinar la hidrolisis y el consumo de almidon con nutrientes y
sin nutrientes por el microorganismo, tomando de cada fermentador en un tubo de
ensayo, 3 ml de muestra y realizando las mediciones cada 24 horas en las Tablas
2y 3, se puede ver el seguimiento de la concentracién de azucares reductores en
cada muestra y ver el consumo de sustrato del microorganismo para determinar el

rendimiento de la fermentacién a las 72 horas.

63




Tabla 2. Absorbancia a 575nm y concentracion de azucares
reductores (g/L), muestras de cada concentracion de almidon
sin hidrolizar con nutrientes en la fermentacion.

Horas item Muestra Muestra Muestra

5g/L 10g/L 15g/L

0 (@) 0,023 0,078 0,156
(b) 0,049 0,159 0,315

24 (@) 0,034 0,092 0,202
(b) 0,071 0,187 0,407

48 (@) 0,030 0,068 0,156
(b) 0,063 0,139 0,315

79 (@) 0,014 0,087 0,148
(b) 0,031 0,177 0,299

(a) Absorbancia a 575nm.
(b) Concentracion de azucares reductores (g/L).

Tabla 3. Absorbancia a 575nm y concentracién de azucares
reductores (g/L), muestras de cada concentracion de almidén sin
hidrolizar sin nutrientes en la fermentacion.

Horas item Muestra Muestra Muestra

5g/L 10g/L 15g/L

0 (@) 0,008 0,086 0,092
(b) 0,019 0,175 0,187

24 (@) 0,011 0,099 0,113
(b) 0,025 0,201 0,229

48 (@) 0,022 0,125 0,145
(b) 0,047 0,253 0,293

79 (@) 0,008 0,124 0,098
(b) 0,019 0,251 0,199

(a) Absorbancia a 575nm.
(b) Concentracién de azucares reductores (g/L).

Los datos planteados en las Tablas 2 y 3 estan plasmados en las Graficas 2,3y 4
del capitulo 4, dichos datos se obtuvieron usando la curva de calibracién de DNS
planteada en el ANEXO C.
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Los rendimientos de la fermentacion fueron determinados a partir de la siguiente
ecuacion 1:

Ecuaciéon 1. Rendimiento de la fermentacion.
AR, — AR,,

concentracion de almidon

Yx/s =

ARM: Concentracion mayor de Azucares reductores
ARmM: Concentracién menor de Azucares reductores
Yx/s: rendimiento de la fermentacion.

Los resultados se presentan en la Tabla 4; dichos rendimientos estan en funcién de
los azucares reductores consumido (Yx/s) para cada uno de los fermentos. En el
cual el mayor rendimiento de biomasa (0,008 g azucares reductores consumidos/g
de almiddn) se obtuvo para la concentracion 5 g/L de almidon de papa en el medio
de cultivo.

Tabla 4. Rendimientos de la fermentacion, en funciéon de los
azucares consumidos.

Concentracion Tratamiento al Yx/s (g/g)

de sustrato (g/L) sustrato
5 0,0080
10 SHN 0,0010
15 0,0072
5 0,0056
10 SHSN 0,0002
15 0,0063

3.5 EXTRACCION

Terminada la fermentacion se procede a realizar la extraccion del PHA obtenido
donde se tiene en cuenta el proceso de extraccién con NaCl, NaOH y etanol®.

En dicho articulo se analizan 5 experimentos con los mismos reactivos (A, B, C, D
y E) pero con procedimientos diferentes y de los cuales 2 de los 5 presentaron
mejores resultados en cuanto a pureza (B=97% y C=95,1%). Por tal motivo se

16 SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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realiza un andlisis de estos dos experimentos con los fermentos de 10 y 15 g/L sin
hidrolizar sin nutrientes y tiempo de fermentacion 72 horas, realizando réplicas de
extraccion de cada uno de estos fermentos para los dos experimentos, donde se
comparan de acuerdo al peso de biomasa extraida y los mejores resultados entre
experimentos y concentracidon de sustrato se encuentran subrayados y estos
resultados se plasma en la Tabla 5.

Tabla 5. Resultados de la extraccion con los dos experimentos
propuestos en muestras sin hidrolizar sin nutrientes.

Concentracion : . Peso de
Replica Experimento :
sustrato Biomasa (g)

B 0,0148
0,0051
0,0402
0.071
0,0341
0,0739
0,0532
0,0699

10 g/L

15 g/L

OO O WO

Segun lo presentado anteriormente se realizd el proceso de extraccion de los
fermentos, tomando 20ml de muestras de 24, 48 y 72 horas de las diferentes
concentraciones planteadas en la fermentacion y se procede a pesar cada una de
las muestras en los tubos cénicos para determinar la cantidad de biomasa a la cual
se le realizara el proceso extractivo, dichos resultados se encuentran en la Tabla 6.

Tabla 6. Cantidad de biomasa utilizada en el proceso extractivo.

Muestras de fermentos Peso biomasa (g)

24h 20,9457

5g/L 48h 20,6161
72h 19,2445

L 24h 20,7205

Sin hidrolizar, :

109 con nutrientes 48h 20,234
72h 20,6912

24h 18,9072

15 g/L 48h 20,2955
72h 19,5687
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Tabla 6. (Continuacion)

Muestras de fermentos Peso biomasa (Q)

24h 18,5254

5g/L 48h 20,3055
72h 22,4906

s . 24h 19,2235

Sin hidrolizar, :

109 sin nutrientes 48h 20,1677
72h 20,8911

24h 20,8312

15 g/L 48h 20,9852
72h 20,1025

El proceso extractivo se realiza inicialmente una centrifugacion en tubos cénicos de
las muestras durante 30min a 6000 RPM, se elimina el sobrenadante y se prosigue
con el tratamiento de los pellets con el experimento C, planteado en el articulo
anteriormente nombrado. En dicho proceso se realiza un pretratamiento del pellet
con una solucion de cloruro de sodio de 8g/L, concentracion escogida segun los
resultados planteados en el articulo “Effect of different recovery strategies of P(3HB-
co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator recombinant harboring the PHA
synthase of Chromobacterium sp. USM2"Y’. Donde se realizaron pruebas de
extraccion de P(3HB-co-3HHX) con concentraciones de cloruro de sodio de 2, 4, 6,
8y 10 g/L, y donde se evidencio en la cromatografia de gases que el PHA obtenido
con mayor pureza, este fue el que se extrajo con concentracion de cloruro de sodio
de 8 g/L, por tal motivo se procedi6 con el pretratamiento de los pellets con 5ml a
cada uno de la solucién de cloruro de sodio 8g/L.

Posteriormente a dicho pretratamiento se centrifugan las muestras por 45 min a
6000RPM, luego se adiciona aproximadamente 1g/L de hidréxido de sodio de
concentracion 0,1 M a los tubos coénicos y se agita a 300 RPM por 1 h. Véase
imagen 4.

17 SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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Imagen 4. Muestra posterior a
la adicibn de hidroxido de
sodio.

A continuacién se limpia la mezcla usando etanol al 20% v/v, adicionando 5ml de
dicha solucion y mantener en agitacion a 30°C y 300 RPM por 1 hora, finalmente se
centrifugan las muestras por 45 min a 6000 RPM, eliminando el sobrenadante,
donde se observa que el pellet extraido presenta una coloracién amarilla y
finalmente se procede con la caracterizacion del PHA obtenido. Véase Cuadro 10.

Cuadro 10. Muestras de PHA extraido a las 72 horas del proceso fermentativo.
Tiempo Descripcion Imagen

PHA extraido de muestra
5g/L SHN

72 horas

PHA extraido de muestra
5g/L SHSN
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Cuadro 10. (Continuacion)

Tiempo Descripcion
PHA extraido de muestra
10g/L SHN
PHA extraido de muestra
10g/L SHSN
72 horas

PHA extraido de muestra
15g/L SHN

PHA extraido de muestra
15g/L SHSN

Finalizado el proceso de extraccion del PHA se realiza la cuantificacion del pellet
extraido para comparar posteriormente la cantidad de pellet extraido en cada una
de las muestras tomadas de los diferentes fermentos, resultados que se encuentran

enla Tabla 7.
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Tabla 7. Cantidad de pellet extraido en cada muestra de fermento.

Muestras de fermentos Peso pellet extraido (g)

24h 0,0207

5g/L 48h 0,0559
72h 0,0164

L . 24h 0,0295

Sin hidrolizar, :

109 con nutrientes 48h 0,0814
72h 0,1127

24h 0,058

15g/L 48h 0,0932
72h 0,035

24h 0,0063

59/l 48h 0,0232
72h 0,0585

C . 24h 0,1305

Sin hidrolizar, :

10glL sin nutrientes 48h 0,1501
72h 0,0573

24h 0,4309

15¢g/L 48h 0,0269
72h 0,1241

El PHA obtenido se le adiciona 1,5ml de metanol y se traslada a una caja de Petriy
se deja evaporar el metanol en desecador, obteniendo asi el PHA. Véase imagen
5.

Imagen 5. PHA seco de
muestra 15g/L SHSN 72h.
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Para determinar el porcentaje de pellet extraido con respecto a la biomasa utilizada
para este proceso de extraccion por medio de la ecuacion 2:

Ecuacion 2. Porcentaje de pellet extraido.

ARy — AR,
04 pellet extraido = — —— x 100
concentracion de almidon

ARM: Concentracion mayor de Azucares reductores
ARm: Concentracion menor de Azucares reductores

Esta ecuacién fue aplicada a los resultados obtenidos de cada uno de los fermentos

de 5, 10 y 15 g/L en sus respectivos muestreos y se determind el porcentaje de
pellet extraido como se ve en la Tabla 8.

Tabla 8. Cantidad de pellet extraido en cada muestra de fermento.

Porcentaje pellet
Muestras de fermentos extraido (%)

24h 0,10

5 glL 48h 0,27
72h 0,09

24h 0,14

10 giL 48h 0,40
Sin hidrolizar, | 72N 0,54

con nutrientes | 24h 0,31

15 gL 48h 0,46
72h 0,18

24h 0,03

5 glL 48h 0,11
72h 0,26

24h 0,68

10 giL 48h 0,74
Sin hidrolizar, | /2h 0,27

sin nutrientes | 24h 0,48

15 g/L 48h 0,13
72h 0,62
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3.6 CARACTERIZACION DEL PHA OBTENIDO POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

Para esta fase, se hace necesario resuspender vy filtrar los pellets obtenidos, para
esto se adiciona 1,5ml de metanol a cada uno, luego se agitan en el mezclador para
homogenizar las muestras, se filtra las muestras homogenizadas para tener una
muestra apta para el proceso de determinacion de metil ésteres por cromatografia
de gases acoplado a masas como se ve en la imagen 6.

Imagen 6. Resuspension
del PHA extraido.

Posteriormente se filtra la resuspension con un filtro de 45um y con ayuda de una
jeringa se vierte la resuspension filtrada a un vial de 2ml, dicha muestra se coloca
en el rack del cromatografo de gases acoplado a masas en el orden que se muestra
en ANEXO D.

Para realizar la determinacion de metil ésteres por cromatografia de gases se
establecieron las condiciones de proceso segun el trabajo de grado “Produccién de
un polimero tipo PHA empleando residuos de la industria de biodiesel” de la autora
Becerra Jiménez Moénica Liliana'® y de las cuales se realizaron variaciones a la
rampa de calentamiento debido a la naturaleza desconocida de la muestra
resultante del proceso fermentativo, dichas condiciones se observan en el Cuadro
11.

18 BECERRA JIMENEZ Ménica Liliana. Produccién de un polimero tipo PHA empleando residuos de
la industria de biodiesel. ANEXO B. Anexo Protocolos experimentales. B-8 CROMATOGRAFIA DE
GASES Tesis de grado (Magister en Ciencias Microbiologia). Universidad Nacional de
Colombia.Bogota, Colombia. Facultad de ciencias. Disponible en <
http://www.bdigital.unal.edu.co/10715/1/01186471.2013.pdf >.

72



Cuadro 11. Condiciones de proceso determinacion de metil ésteres por
cromatografia de gases?.

Condiciones de proceso Caracteristicas

. Helio (3 mL/min), flujo establecido a temperatura
Gas de arrastre: :

ambiente.
Inyector: 200°C isotérmico.
Detector (MS): espectrofotometro de masas, 250°C
Columna: db-5 Columna 30 m x 0.25 mm x 0.25 pm.
Temperatura inicial: 100°C por 5 minuto.
. Aumento 20 °C/min hasta 300°C y mantiene por

Rampa de calentamiento 5 min
Volumen de inyeccion: Split 10:1; 1 pL a 220°C.
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4. ANALISIS Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 SELECCION DE LAS CONDICIONES DEL PROCESO FERMENTATIVO

Se realizo la seleccion de las condiciones del proceso fermentativo para determinar
si el microorganismo, hidroliza o no el almidon; para esto se prepararon 4 muestras
de almiddn con los siguientes tratamientos, hidrolizado con nutrientes, almidon sin
hidrolizar con nutrientes, almidon hidrolizado sin nutrientes y almidén sin hidrolizar
sin nutrientes, con concentraciones de sustrato de 15g/L cada una; a dichas
muestras se le realizaron muestreos cada 24 horas durante 72 horas para realizar
determinacidn de azucares reductores por DNS, dichos resultados se plantean en
las Tablas 1y 2 del capitulo 3.

Gréfica 1. Tiempo de muestreo (h) vs. Concentracidbn de azucares
reductores (g/L) en las cuatro muestras.
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En la Grafica 1, se observar el comportamiento de la concentracion de los azucares
reductores durante el tiempo de muestreo, en el cual se presenta una mayor
hidrolisis del almidon por parte del microorganismo en la muestra de almidon sin
hidrolizar con la adicion de nutrientes, donde aumenta la concentracion de azucares
reductores hasta las 24 horas, posteriormente, disminuye hasta las 48 horas y
manteniéndose constante hasta finalizar el proceso; denotando asi el consumo de
los azucares reductores después de las 24 horas de proceso. Este comportamiento
es similar en la muestra de almiddn sin hidrolizar y sin la adicion de nutrientes, pero
con concentraciones de azucares reductores menores durante los muestreos; en
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cuanto a las muestras en las cuales se hidrolizo previamente el almidon con y sin
adicion de nutrientes, el consumo de los azucares reductores por parte del
microorganismo no tuvo gran variacion durante los muestreos, esto determina que
la neutralizacion de la acidez presentada durante la hidrolisis del almidén por medio
de la adicion de carbonato de calcio, pudo inhibir el consumo de estos azucares,
generando que estas condiciones de proceso no fueran las indicadas para realizar
la fermentacion.

De acuerdo a lo analizado en la Grafica 1, se decidio iniciar el proceso fermentativo
con dos tipos de tratamiento, el primero es el montaje de fermentadores de las
concentraciones de almidon planteadas en el disefio de experimentos de almidén
sin hidrolizar con nutrientes y el segundo montaje de fermentadores con almidén sin
hidrolizar y sin la adicion de nutrientes, esta seleccion se dio debido al
comportamiento del microorganismo en dichas estas muestras, donde se
generando los resultados que se esperan en el proceso de consumo de los azucares
reductores presentes en el sustrato tratado, el cual es la hidrolisis del almidon por
la cepa microbiana y posteriormente la disminucion de la concentracion de estos
azucares, por medio de la metabolizacion del sustrato por parte del microorganismo
para la obtencién de PHA.

4.2 FERMENTACION Y CRECIMIENTO MICROBIANO

Se da inicio a la fermentacion con los dos tipos de tratamientos en las tres
concentraciones de almidén planteadas. Durante el proceso se tomaron muestras
cada 24 horas de la misma manera en que se realiz6 en el proceso evaluativo en la
pre-fermentacion para determinar la concentracién de azucares reductores por
espectrofotometria utilizando el método de DNS vy realizar el seguimiento de los
mismos; los resultados de dichas determinaciones se encuentran en las Tablas 2y
3 del capitulo 3, donde se comparan los datos obtenidos de acuerdo a lo analizado
en las Gréaficas 2, 3 y 4, determinado asi cual de los tratamientos tuvo mayor
rendimiento en el tiempo final establecido de fermentacion en correlaciéon a la
concentracion de sustrato inicial y el consumo del mismo.
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Gréfica 2. Tiempo de muestreo (h) vs. Concentracion de azucares
reductores (g/L) en los fermentos de almidén 5g/L SHN y SHSN.
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En la Gréfica 2, se observa el comportamiento de la concentracion de azucares
reductores basado en los dos tratamiento realizados, sin hidrolisis y con nutrientes
(SHN), y el otro tratamiento sin hidrolisis y sin nutrientes (SHSN), durante el proceso
de fermentacion en los fermentos de 5 g/L SHN y SHSN, donde se observa que el
microorganismo inicio hidrolizando el sustrato hasta las 24 horas en el fermento de
5g/L SHN y en el fermento de 5g/L SHSN hasta las 48 horas de proceso; esto indica
gue con el aporte de nutrientes al sustrato el microorganismo puede hidrolizar el
almidon en menor tiempo que sin el aporte de nutrientes. En cuanto al consumo de
los azucares reductores producto de la hidrolisis de almidon por el microorganismo
comparando entre las 72 horas de proceso y el inicio del mismo, se evidencia mayor
consumo de los mismos en el fermento al que se le afiadié nutrientes ya que se
determind una concentracién de azucares reductores de 0,05g/L en el tiempo 0 y
0,03g/L a las 72 horas de proceso, esto identifica un consumo neto de azucares
reductores en el proceso del 36,88% en dicho fermento; mientras que en el fermento
al que no se le afladié nutrientes este consumo neto de azucares reductores en el
proceso fue de 0%. Esto determino la importancia de la adicién de nutrientes que
limiten el nitrbgeno como nutriente al microorganismo para conducirlo a la
produccion de PHA.
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Gréfica 3. Tiempo de muestreo (h) vs. Concentracion de azucares
reductores (g/L) en los fermentos de almidon 10g/L SHN y SHSN.
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En cuanto a los fermentos de concentracion de 10g/L se observa en la Gréfica 3
que el comportamiento de la concentracion de azucares reductores durante la
fermentacion fue diferente al presentado en los fermentos de concentracion de 5g/L
de sustrato. En las determinaciones de azucares reductores en los fermentos
presentados, se observa que la concentracion de dichos azucares aumenta hasta
las 24 horas en el fermento de 10g/L SHN y en el de 10g/L SHSN presenta un
aumento hasta las 48 horas del proceso fermentativo; posteriormente en el fermento
de SHN presenta un decrecimiento en las 48 horas y un crecimiento en las 72 horas
el cual no supera a la concentracion reportada en el muestreo de las 24 horas de
proceso. Estos resultados indican que el microorganismo deberia necesitar de
mayor tiempo de fermentacion para la hidrolizar el almidon, ademéas de observar
con claridad resultados de consumo neto de azucares reductores para la produccién
de PHA.
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Gréfica 4. Tiempo de muestreo (h) vs. Concentracion de azucares
reductores (g/L) en los fermentos de almidén 15g/L SHN y SHSN.
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El comportamiento de la concentracién de azucares reductores durante el tiempo
fermentacién se evidencia en la Gréafica 4, se observa el aumento de dicha
concentracion hasta el muestreo de 24 horas en la muestra de 15¢g/L SHN y en la
muestra de 15g/L SHSN hasta el muestreo de 48 horas; este aumento en la
concentracion de azucares reductores hasta esos tiempos, identifica la hidrolisis del
sustrato por parte del almidén. En cuanto a la concentracion de dichos azucares en
el muestro de 72 horas con respecto a la presentada al inicio de la fermentacién en
el fermento SHN presento una disminucién del 5,08% de la concentracion de
azucares reductores presentada al inicio del proceso fermentativo, y en el fermento
SHSN no presenta una disminucion de la concentracion de azucares reductores
comparando el final de la fermentacién con el inicio de la misma, esto debido a que
el microorganismo necesito de mayor tiempo sin nutrientes para la hidrolisis del
almidén e inicio del consumo de los azucares reductores resultantes de dicha
hidrolisis.

Para determinar el porcentaje de pellet extraido con respecto a la biomasa utilizada
para este proceso de extraccion por medio de la ecuacién 3:

Ecuacién 3. Porcentaje Consumo de azucares reductores.

AR,, — AR,
0% consumeo de azucares reductores = ———— X 100
M
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ARM: Concentracion mayor de Azucares reductores.
ARm: Concentracion menor de Azucares reductores.

Esta ecuacién fue aplicada a los resultados obtenidos de cada uno de los fermentos
de 5, 10 y 15 g/L en sus respectivos muestreos y se determiné el consumo de
azucares reductores durante el proceso fermentativo.

Gréfica 5. Porcentaje consumo de azucares reductores en los fermentos 5, 10,
15 g/L de los dos tipos de tratamiento del sustrato.
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En la Grafica 5, se presenta el porcentaje de consumo de azucares reductores por
parte del microorganismo al finalizar el proceso fermentativo, basado en los dos
tratamientos que se realizaron en el proceso, ambos tratamiento sin hidrolizar con
nutrientes y sin nutrientes. Dentro de los resultados se evidencia que hay un
comportamiento similar en cada una de las concentraciones con sus respectivos
tratamientos; se observa que la concentracién de 5 g/L arrojo porcentajes mayores
en los dos tratamientos, 59,83% en el tratamiento sin nutrientes y 56,5% con
nutrientes a comparacion de las concentraciones de 10 g/L (5,35% en el tratamiento
con nutrientes y 0,79% en el tratamiento sin nutrientes) y 15 g/L (26,55% en el
tratamiento con nutrientes y 40,26% en el tratamiento sin nutrientes), sin embargo
esto no determina un aumento en el consumo de azucares reductores que sean
transformados en PHA dado que la concentracién que presento mayor consumo de
azucares reductores en el fermento de concentracion de sustrato de 15g/L con
valores puntuales de 4 g/L en el tratamiento con nutrientes y 6,04 g/L en el
tratamiento sin nutrientes, identificando asi que entre mayor concentracion de
sustrato se presente en el proceso, mayor sera el consumo de azucares reductores
por parte del microorganismo para la produccion de PHA basado en que el
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porcentaje de rendimiento no determina del todo si la concentracion es la ideal para
el proceso de produccion del PHA.

4.3 EXTRACCION

Luego de realizar el proceso de extraccion descrito en el capitulo 3, donde se
determiné que el experimento c del articulo “Effect of different recovery strategies of
P(3HB-co-3HHXx) copolymer from Cupriavidus necator recombinant harboring the
PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2” de los autores Siti Nor Syairah Anis,
Nurhezreen Md Igbal, Sudesh Kumar, Al-Ashraf Amirul*®, el cual presento mejores
resultados en la extraccion de PHA en cuanto a mayor peso de biomasa extraida
como se observa en la Tabla 5, se prosiguié con la extraccion del PHA en las
muestras de 20ml de cada fermento, tomadas cada 24 horas donde se determind la
cantidad de biomasa a la cual se le realizo el proceso extractivo, datos presentados
en la Tabla 6 y posteriormente se realizé la cuantificacion de pellet extraido como
se muestra en la Tabla 7.

Gréfica 6. Peso del PHA extraido (g) de las muestras tomadas cada
24 horas de los fermentos con tratamiento SHN.
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En la Gréfica 6, se observa las concentraciones del PHA extraido con el
experimento seleccionado en el capitulo 3 los cuales presentan mayor
concentracion en las muestras de 48 horas en los fermentos de 5y 15 g/L SHN y

19 SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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en el muestreo de 72 horas para el fermento de 10g/L SHN; en cuanto a la
comparacion entre la concentracion de sustrato y PHA extraido se presenta un
aumento a medida que la concentracion de almidon se incrementa, hasta las 48
horas de muestreo, posteriormente a ello, es mayor en la concentracion de 10g/L
SHN en el muestreo de 72 horas que el de 15g/L SHN en el mismo muestreo, esto
demuestra el aumento en la concentracién del PHA extraido a medida que aumenta
el tiempo de muestreo hasta finalizar la fermentacion en la muestra de 10g/L SHN
siendo el fermento con mayor produccion de PHA a finalizar el proceso.

Gréfica 7. Peso del PHA extraido (g) de las muestras tomadas cada
24 horas de los fermentos con tratamiento SHSN.
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Las concentraciones de PHA extraido con el experimento seleccionado en el
capitulo 3 se observan en la Gréfica 7, en el cual se presenta un crecimiento de
PHA extraido a medida que transcurre el tiempo de muestreo en el fermento de 5g/L
SHSN, un aumento hasta el muestreo de 48 horas en el fermento de 10g/L SHSN y
un aumento en el fermento de 15g/L SHSN desde las 48 horas hasta las 72 horas.
Esto evidencia un comportamiento similar de aumento en la cantidad de pellet
extraido entre los fermentos de 5y 10 g/L SHSN y los fermentos de 5y 10 g/L SHN
de la Gréfica 6.

En cuanto a la comparacién entre los dos tipos de tratamientos del sustrato se
observa que hay mayor pellet extraido en los fermentos a los cuales no se les afiadio
nutrientes en correlacion al muestreo de 72 horas de los mismos, aunque en el
fermento de 10g/L SHN presento mayor concentracion de PHA que los de
tratamiento SHSN, en los fermentos de 5y 15 g/L SHSN se extrajo mayor cantidad
que en los de SHN. Siendo el fermento de 10g/L SHN el que presento mayor
concentracion y produccién de PHA en el Ultimo muestreo.
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En cuanto al porcentaje de pellet extraido con respecto a la biomasa utilizada para
este proceso de extraccion presentado en la Tabla 8, fue determinado por la
ecuacion 2 y se encuentran plasmados dichos resultados para cada una de las
condiciones de proceso fermentativo en las Gréficas 8y 9.

Gréfica 8. Porcentaje del pellet extraido (%) de las muestras tomadas
cada 24 horas de los fermentos con tratamiento SHN.
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En la Grafica 8, se observa un aumento en el porcentaje de pellet extraido durante
los muestreos en el fermento de 10g/L, comportamiento esperado en el proceso,
debido que este porcentaje debe aumentar a medida que el tiempo de muestreo sea
mayor. En cuanto a los fermentos de 5 y de 15¢g/L este comportamiento se dio hasta
las 48 horas de proceso y posteriormente disminuyo.
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Gréfica 9. Porcentaje del pellet extraido (%) de las muestras tomadas
cada 24 horas de los fermentos con tratamiento SHSN.
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El comportamiento del porcentaje de pellet extraido en la gréafica 9, presenta
resultados diferentes al presentado en la grafica 8 de los fermentos en los cuales
fueron afadidos nutrientes al sustrato; puesto que el aumento en este porcentaje
se dio en las muestras extraidas del fermento de 5g/L y en el de 10g/L aumento
hasta las 48 horas y luego disminuyo y en el de 15g/L tuvo su valor mas bajo en las
48 horas y un aumento en las 72 horas. EI comportamiento en estas dos
concentraciones de sustrato no fue el esperado debido a que se buscaba encontrar
un aumento progresivo en el porcentaje extraido; la variacion en los resultados
determina que la interaccion de los solventes con el biopolimero no es la misma a
la que presentan con el biopolimero utilizado en el articulo cientifico “Effect of
different recovery strategies of P(3HB-co-3HHXx) copolymer from Cupriavidus
necator recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2”
de los autores Siti Nor Syairah Anis, Nurhezreen Md Igbal, Sudesh Kumar, Al-Ashraf
Amirul?®, puesto que el porcentaje de pellet extraido en este articulo fue entre el 70
y el 94% y en el presente trabajo de grado se obtuvo como méaximo un 0,62% al
finalizar la extraccidn en el fermento de 15g/L sin la adicién de nutrientes al sustrato
y a nivel global en todos los muestreos un 0,74% en el fermento de 10g/L sin la
adicion de nutrientes al sustrato a las 48 horas de muestreo.

20 SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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4.4 CARACTERIZACION DEL PHA OBTENIDO POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

Para determinar la existencia de PHA en las muestras tomadas de cada cultivo, se
resuspendio el PHA obtenido en la extraccion adicionando 1,5ml de metanol y se
procedi6 de acuerdo a lo mencionado en el capitulo 3 para realizar la
caracterizacion por cromatografia de gases donde se determinaron metil ésteres
presentes en la resuspension del PHA obtenido, pero antes de esto se hizo pasar
una muestra de PHB proporcionado por la universidad nacional de Colombia para
tener un punto de comparacion, aunque no sea un PHA estandar, pero si hace
parte de la familia de estos.

El proceso anteriormente mencionado se realizé en la Pontificia Universidad
Javeriana de la Compainiia de Jesus, sede Bogota, Colombia, donde se realiz6 bajo
las condiciones de proceso planteadas en el Cuadro 11, dichas condiciones de
proceso fueron aportadas por el centro de gestion industrial del Sena, sede
paloguemao, en donde han obtenido PHA por diferentes procesos.

Los cromatogramas de las muestras tomadas de cada fermento estan en el
ANEXO D, junto con los espectros de masas de cada uno de los mismos, donde
se determina por el rompimiento de las moléculas y la relaciébn masa / carga (m/z)
para la identificacion de los compuestos presentes en las muestras inyectadas con
el cotejo de estos resultados a los tiempos de retencion donde se observaron los
mayores picos con la biblioteca del equipo y la calidad del compuesto presente con
el compuesto encontrado en la base de datos.

Los resultados obtenidos en la correlacion de los cromatogramas de las muestras
de PHA producido por el almidén con los dos tipos de tratamientos tiene similitudes
con el PHB suministrado por la Universidad Nacional; en este PHB se encuentra
una calidad del 70% de 2,3-dihidroxipropil éster, éster mas complejo a los
encontrados en las muestras, en las cuales se encontraron metil ésteres
plasmados los cuadro 12 y 13, dejando claro la presencia de los mismos en las
muestras tomadas durante la etapa de fermentacion y posterior extraccion.
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Cuadro 12. Determinaciéon de metil ésteres por Cromatografia de gases en
muestras tomadas de los fermentos de almidén sin hidrolizar con la adicion de

nutrientes.
Muestra Ila\.lo' Tlempq ,de Compuesto Calidad
ico retencion
. 9-Acido octadecenoico 0
5g/L SHN 24h 1 12.548 min (2)-, metil éster 99%
2 12.803 min Metil estearato 99%
. 9-Acido octadecenoico 0
5g/L SHN 48h 1 12.583 min (2)-, metil éster 99%
2 12.829 min Metil estearato 96%
. 9-Acido octadecenoico 0
5g/L SHN 72h 1 12.636 min (2)-, metil éster 99%
2 12.865 min Metil estearato 99%
. 9-Acido octadecenoico 0
10g/L SHN 24h ! 12.663 min (2)-, metil éster 99%
2 12.847 min Metil estearato 99%
. 9-Acido octadecenoico
1 12.733 min o 98%
10g/L SHN 48h (E)-, metil éster 0
2 12.900 min Metil estearato 99%
1 11.082 min Acido hex.aorlecanmco, 99%
metil éster
10g/L SHN 72h > 12 750 min 9-Acido octa_depenmco 99%
(E)-, metil éster
12.900 min Metil estearato 99%
1 11.082 min Acido hex.aorlecanmco, 99%
metil éster
15g/L SHN 24h 5 12785 min | 10-Acido octadecenoico, | oo,
metil éster
3 12.882 min Metil estearato 99%
1 11.135 min Acido hex.aorlecanmco, 99%
metil éster
15g/L SHN 48h > 12 785 min 7-Acido octadecenoico, 83%
metil éster
3 12.917 min Metil estearato 99%
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Cuadro 12. (Continuacion)

Muestra '\.IO' Tlempq ,de Compuesto Calidad
Pico retencion

1 9.870 min _ Metil 9- 91%

metiltetradecanoato
Acido
: bencenopropanoico, 3,5- 0

15¢g/L SHN 72h 2 11.117min bis(1,1-dimetiletil)-4- 98%
hidroxi-, metil éster

3 12.821 min 11-Acido optgdecenmco, 99%

metil éster
4 12.970 min Metil estearato 98%

Cuadro 13. Determinaciéon de metil ésteres por Cromatografia de gases en
muestras tomadas de los fermentos de almidon sin hidrolizar y sin la adicion de

nutrientes.
Muestra '\.IO' Tlempq ,de Compuesto Calidad
Pico retencion
/L SHSN24h | 1 | 12.838min | J/i¢idooctadecenoico | gqp,
(2)-, metil éster
1 9.888 min Acido pentadecanoico, 92%
metil éster
5g/L SHSN 48h 2 11.222 min Acido hexadecanoico, 99%
metil éster
Acido tetradecanoico,
3 13.014 min 12-metil-, metil éster, 96%
(S)-
1 9.932 min _ Metil 13- 95%
metiltetradecanoato
Sg/L SHSN 72h 2 11.214 min Acido hexadecanoico, 98%
metil éster
12.988 min Metil estearato 98%
10g/L SHSN 24h 1 13.180 min Metil estearato 92%
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Cuadro 13. (Continuacién)

Muestra Ila\.lo' Tlempq ,de Compuesto Calidad
ico retencion
1 11.337 min Acido hexadecanoico, 98%
10g/L SHSN 48h _ metil éster
2 | 13.023min | Acido heptadecanoico, | g0,
16-metil-, metil éster
1 11.205 min Acido hexadecanoico, 98%
10g/L SHSN 72h metil éster
2 12.970 min Metil estearato 99%
15g/L SHSN , Acido heptadecanoico, 0
24h 1 13.233 min 14-metil-, metil éster 86%
1 11.503 min Acido hexadecanoico, 97%
15g/L SHSN 48h metil éster
2 13.145 min Metil estearato 96%
. Acido hexadecanoico, 0
15g/L SHSN 72h 1 11.468 min metil éster 76%
2 13.172 min Metil estearato 97%

Segun lo observado en el Cuadro 12, se encontraron metil ésteres en las muestras
de tratamiento SHN como metil éster (Z)- 9 -Acido octadecenoico y Metil estearato
con tiempos de retencidn similares de estos compuestos en las muestras; en cuanto
a las muestras de tratamiento SHSN del Cuadro 13, se encontraron metil ésteres
de cadena mas corta como lo fueron metil éster Acido pentadecanoico, metil éster
Acido hexadecanoico, metil éster Acido heptadecanoico ademéas de los metil
estearatos encontrados en las muestras de tratamiento SHN.

4.5 DETERMINACION CUALITATIVA DEL PHA OBTENIDO

De acuerdo a los andlisis durante el proceso de fermentacién donde se realizé un
seguimiento a fermentos de 500 mL con las concentraciones y tratamientos
planteados anteriormente, por medio de determinaciones de azucares reductores
cada 24 horas hasta las 72 horas en las que finaliz6é el proceso fermentativo; se
determina el porcentaje de rendimiento del proceso a partir de la ecuacion 1, a su
vez se determina el rendimiento de la fermentacién por medio de la diferencia entre
la concentracion de azucares reductores mas alta registrada durante la fase
fermentativa y la concentracion de los mismos al finalizar el proceso. Estos
porcentajes de rendimiento se encuentran en la Tabla 4 para cada fermento, donde
se determind que la concentracién de sustrato en la cual se produjo mayor
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rendimiento fue la de 5g/L con la adicién de nutrientes, en la que se obtuvo una
eficiencia de proceso de 0,8% donde se indica que el 56,5% de los azucares
reductores producidos por la hidrolisis del almidon por parte del microorganismo,
fueron transformados en producto, de acuerdo a lo observado en la Grafica 5.

A partir de la extraccion realizada y por la afinidad del solvente al PHA, reportado
en el articulo cientifico “Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHXx)
copolymer from Cupriavidus necator recombinant harboring the PHA synthase of
Chromobacterium sp. USM2” de los autores Siti Nor Syairah Anis, Nurhezreen Md
Igbal, Sudesh Kumar, Al-Ashraf Amirul”?!, se puede afirmar que se obtuvo el PHA
pero no en los porcentajes esperados comparados con los obtenidos en el articulo
mencionado anteriormente, donde se muestra un porcentaje de pellet extraido entre
el 70 y el 94%;en el presente trabajo de grado se obtuvo como méaximo un 0,62% al
finalizar el proceso extractivo en el fermento de 15g/L sin la adicion de nutrientes al
sustrato.(Véase Graficas 9y 10).

La variacién en los resultados determina, que la interaccién de los solventes con el
biopolimero no es la misma a la que presentan con el biopolimero trabajado en el
articulo cientifico de los autores Siti Nor Syairah Anis y colaboradores?°, lo cual
conlleva a que sea menor la cantidad de pellet extraido.

Por tales motivos se realiza un proceso cualitativo para determinar la presencia de
PHA en cada una de las muestras tomadas y extraidas posterior a la fermentacion,
mediante una cromatografia de gases, donde los picos caracteristicos obtenidos
determinan la presencia de metil esteres, resultados que se encuentran en las
cuadros 12 y 13y en las imagenes del ANEXO D.

2L SITI NOR SYAIRAH ANIS, NURHEZREEN MD IQBAL, SUDESH KUMAR, AL-ASHRAF AMIRU.
Effect of different recovery strategies of P(3HB-co-3HHx) copolymer from Cupriavidus necator
recombinant harboring the PHA synthase of Chromobacterium sp. USM2. En Revista: Separation
and Purification Technology. Vol 102. (octubre 2012-enero 2013) Disponible en:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1383586612005217 >. [Citado el 23 de
noviembre de 2016]
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5. CONCLUSIONES

Se acondiciono el almidon de papa al neutralizar su pH con carbonato de calcio
(CaCOg). El almidon es un sustrato adecuado que no requiere cambios que
demuestren una falta o exceso dentro de las condiciones de proceso las cuales
son: un pH de 7, temperatura de 36°C y 15,75 rad/s, con un ambiente aerobio.

Se establecieron las condiciones del proceso fermentativo en las cuales la
bacteria creci6 en un medio desbalanceado con un exceso de carbono
proveniente de almidén de papa sin hidrolizar con la adicién y ausencia de
nutrientes y limitdndole el nitrdgeno presente en el medio. Las condiciones para
dicha fermentacién fueron las mencionadas en la conclusion numero 1,
concentraciones de sustrato sin hidrolizar con y sin nutrientes de 5, 10 y 15 g/L
y un pH neutro para un volumen de 500mL; condiciones en las cuales la bacteria
tuvo el menor tiempo en cuanto a la hidrolisis del almidén y consumo de azucares
reductores fue entre 48 y 72 horas.

Se obtuvo durante el proceso fermentativo un rendimiento de proceso del 0,8%
en el sustrato de concentracion de 15g/L con adicion de nutrientes, de acuerdo
a los azucares consumidos en el proceso y en la extracciéon un porcentaje de
pellet extraido del 0,62% en el fermento de 15g/L sin la adicion de nutrientes al
sustrato, con respecto a la cualificacion del PHA producido se determiné la
presencia de metil esteres en todas las muestras extraidas de las diferentes
concentraciones trabajadas y sus respectivos condiciones de proceso.
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6. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar el proceso de fermentacion con este sustrato pero con
otros tipos de microorganismos los cuales pueden ser modificados o con mayor
produccion en peso seco de PHA con el fin de aumentar la cantidad de PHA
obtenido.

Se recomienda estudiar diferentes procesos de extraccién en los cuales se
obtenga mayor cantidad de pellet.

Se recomienda realizar una curva de calibracion de PHA con diferentes patrones
estandar para la cuantificacion del biopolimero después del proceso de
extraccion, puesto que no se pudo obtener dicha curva de calibracién en el
presente trabajo de grado.

Se recomienda trabajar con concentraciones de sustrato superiores a 10g/L para
obtienen mejores resultados en el rendimiento extractivo.
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ANEXO A

CARACTERIZACION DEL ALMIDON DE PAPA

Se presentan los resultados obtenidos en la caracterizacién del almidén de papa
obtenido de la empresa Comercializadora Nacional de papas R&G S.A.S.

e Temperatura de gelatinizacion. Basado en el método establecido de Grace,
1977 se pesan 9,0012 g de almidon (base seca) para disolverlos en 200 ml de
agua destilada en un vaso de precipitado, se agita constantemente. Se procede
a llevarlo al bafio de maria, calentando el agua a una temperatura de 95°C. Con
un termoémetro, se va agitando mientras se observa que la temperatura se
mantenga constante en un punto, esperando que se forme una capa de gel en
el medio como se aprecia en la Imagen 1.

Imagen 1. Procedimiento para
determinar temperatura de
gelatinizacion

Luego de esperar a que la temperatura se mantuviera constante dentro del medio

durante cierto tiempo ademas de la formacion de una capa de gel en el medio, la

prueba arrojo un valor de temperatura de 80°C, esa es la temperatura de

gelatinizacion del almidén de papa.

e Porcentaje de humedad. Se obtuvieron los siguientes datos tomando en cuenta
un tiempo de calentamiento de 3 horas con 30 minutos, cumpliendo con la norma
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NTC 572, buscando obtener el porcentaje de humedad y de sdlidos totales,
como se aprecia en la Imagen 2:

Tabla 1. Pesos de las capsulas y las muestras de almidon de papa.

Elemento / Peso Muestra 1 (g) Muestra 2 (g)
Capsula 44,9675 49,0147
Almiddn de papa 5,0316 5,0602
Capsula + almiddn de 49,9582 54,0188
papa
Elemento / Peso Muestra 1 (g) Muestra 2 (g)
Capsula (seca) 47,3647 51,4181

Imagen 2. Muestras obtenidas
después del tiempo de secado

Estos son los célculos respectivos, usando las siguientes formulas:

(Peso muestra humeda — Peso muestra seca (g) )x 100
Humedad (%) =

Peso muestra humeda (g)

(49,9582 — 47,3647)g x 100
49,9582 g

Humedad (%), = 5,2 %

(54,0188 — 51,4181) g x 100
54,0188 g

Humedad (%), =

Humedad (%), =
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Humedad (%), = 4,81 %

e Porcentaje de cenizas. Basado en la norma AOAC 942.05, 2000. Se han
tomado los siguientes valores en peso de los crisoles y las muestras por
duplicado, ademas de pasado el tiempo establecido, se obtuvieron los pesos de

los crisoles:

Tabla 2. Pesos de los crisoles y las muestras de almidon de papa.

Elemento / Peso Muestra 1 (g) Muestra 2 (g)
Crisol 20,1312 16,6827
Almidoén de papa 4,9918 3,512
Crisol + almidén de papa 25,1230 20,1947
Elemento / Peso Muestra 1 (g) Muestra 2 (g)
Crisol (cenizas) 20,1631 16,0118
Imagen 3. Muestras

obtenidas luego de someter
el almidén a altas
temperaturas.

Se procede a realizar los calculos respectivos para las dos muestras mediante la

siguiente formula:
Peso de las cenizas (g) x 100

Peso de muestra (g)

Cenizas (%) =

20,1631 g x 100
25,1230 g

Cenizas (%), = 80,26 %

Cenizas (%), =

96



16,0118 g x 100
20,1947 g

Cenizas (%), = 79,29 %

Cenizas (%), =

e Calculo de pH. Para este procedimiento se calibro el medidor de pH con
soluciones tampdn de pH 4 y 7. Se mezclaron 10 g de almidén (base seca) en
200 ml de agua destilada, previamente hervida) durante 20 minutos.

Mediante filtracion se obtiene una muestra la cual permite el calculo de pH, el
valor arrojado por el medidor de pH para la muestra es de 4,8.

Imagen 4. Filtracion de muestra
para determinacion de pH.

e Determinacién de azucares no reductores

Estandarizacion glucosa 0,5%

1. 2,7 ml
2. 2,8ml
3. 2,7ml

Azucares no reductores
Muestra 1. Almidén 0,5%

1. 3,9 mil
2. 3,9ml
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3. 40ml
Muestra 2. Almidén 0,5%

1. 40ml
2. 40ml
3. 3,8ml

Se desarrollan los célculos respectivos de la siguiente manera:

Fs =25 x 10° x Vt

Fs: factor estandar equivalente a gramos de glucosa que reacciona con 1 ml de la
solucion de fehling.

Vt: volumen de solucion estandar de azucar hidrolizada gastado en la
estandarizacion.

Estandarizacion glucosa 0,5%

1. Fs= 6,75x10*
2. Fs= 7x10%
3. Fs= 6,75x10*

Muestra 1. Almidén 0,5%

1. Fs= 6,75x10*
2. Fs= 6,75x10*

3. Fs= 1x103
Muestra 2. Almidén 0,5%

1. Fs= 1x103

2. Fs= 1x103

3. Fs= 9,5x10%

Fs x2x 108

% azucares no reductores = Vix P
m

Fs: factor estdndar equivalente a gramos de glucosa que reacciona con 1 ml de la
solucion de fehling.

Vt: volumen de solucion estandar de azucar hidrolizada gastado en la
estandarizacion.
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Pm: masa de la muestra.
Muestra 1. Almidén 0,5%

1. Fs= 1x103
2. Fs= 1x103
3. Fs= 9,5x10*

Muestra 2. Almidén 0,5%

1. Fs= 1x103
2. Fs= 1x103
3. Fs= 9,5x10*

e Determinacién del porcentaje de nitrogeno
Peso muestras almidon:

1. 0,11g
2. 0,1017g
3. 0,1002g
4. 0,1014g

Estandarizacion de solucion HCI
Na2CO3 X 10H20 + 2HCI = 11H20 + CO2 +2NacCl

g 0,1 mmoel HEL 1 mmelNaC0;x10H0
mlHCL X X
1ml-HCl 2 mmol-HCl
% 286,14‘12 mg Na2603x10H20
1 mmolNe, COcHOHO
= 114,45mg Na,CO5x10H,0
113,8mg Na,CO3x10H,0 X — A 2
X X
oG M2E U X 020 X 5 86,1412 mg-NagCOzxt0H-0 - 1 mmolNazCOzx10H0
1
X—
9,4 ml HC

= 0,0846 M HC!
ml gastados en la titulacion con HCI:

3,9ml HCI (blanco)
2. 0,3ml HCI
3. 0,25ml HCI
4. 0,25ml HCI

i
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5.

0,25ml HCI

Gramos de nitrdgeno presentes en las muestras:

agrwbhE

4,62x103g N (blanco)
3,55x104g N
2,96x10“4g N
2,96x104g N
2,96x10“4g N

Porcentaje de nitrégeno presente en las muestras:

1. 0,323%
2. 0,291%
3.

4. 0,292%

0,295%
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ANEXO B

DATOS DE CONTEO EN PLACA DE LAS UFC EN LA FASE DE
FERMENTACION

Se presentan los resultados del conteo en placa de las UFC presentes en las
muestras durante la fermentacion.

Cuadro 1. Resultado del conteo en placa durante la fermentacion
de las muestras por duplicado de su respectiva concentracion y
condiciones de fermento

Fermento basado en un tiempo de 24 horas
Concentracion Muestra SHN SHSN
5 /L 1 470 Incontable
9 2 888 806
1 Incontable 40
10/g/L 2 404 203
1 1092 Incontable
159/ 2 1072 457
Fermento basado en un tiempo de 48 horas
Concentracion Muestra SHN SHSN
5 /L 1 872 Incontable
9 2 214 Incontable
1 323 1160
10/gL 2 Incontable 503
1 25 Incontable
159/ 2 12 38
Fermento basado en un tiempo de 72 horas
Concentracion Muestra SHN SHSN
5 /L 1 1990 405
9 2 1717 507
1 206 296
10/g/L 2 112 110
1 66 415
159/ 2 416 1514
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ANEXO C

CURVA DE CALIBRACION DE DNS

En el siguiente anexo se colocara la curva de calibracion de DNS para la
determinacidén de azucares reductores durante la seleccién de condiciones de
proceso fermentativo y fermentacion microbiana.

Tabla 2. Datos curva de calibracion de DNS

Tubo Concentracion Absorbancia
mg/L

0 0 0

1 100 0,055
2 200 0,072
3 300 0,157
4 400 0,219
5 500 0,28
6* 600* 0,18*
7* 700* 0,225*
8 800 0,398
9 900 0,454
10 1000 0,523

*Valores en cuadro rojo no se tomaron en cuenta debido a que modificaban la

linealidad de la curva.

Grafico 1. Curva de calibracion de DNS

0,6
0,5
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ANEXO D

CARACTERIZACION DEL PHA OBTENIDO POR CROMATOGRAFIA DE
GASES

En el siguiente anexo se encuentra la respectiva numeracion de los viales durante
la cromatografia de gases con su respectiva con concentracion y tiempo
establecido, ademés de los cromatogramas de las muestras de los fermentos
dictados por el cromatografo de gases (masa), basado en que cada uno de estos
diagramas posee dos picos que fueron analizados buscando la presencia de los
compuestos respectivos.

Cuadro 2. Numeracion de viales con las muestras

extraidas.
ggr\?i‘;o Muestra
1 24 h
> 59/L  [48n
3 72 h
2 24 h
= Sin hidr(_)lizar, 10 g/L 48 h
con nutrientes
6 72 h
7 24 h
3 159/L  [48h
9 72 h
10 24 h
11 Sg/lL 48 h
12 72 h
13 24 h
14 Sin hidr_olizar, sin 10 g/L 48 h
nutrientes
15 72 h
16 24 h
17 15 g/L 48 h
18 72 h

103



Imagen 5. Cromatograma del vial N° 1 (Pico 1)

File :Ci\MassHunter\GCMS\1\Data\Davids\1.0

operator : Davids

Acquired : 16 Nov 2016 20:34 using AcgMethod Davids.M
Instrument : gc msd

Sample Name: 1

Misc Info

vial Number: 3

Abundance TIC: 1.0data.ms
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Imagen 6. Espectro de masas del vial N°1 (Pico 1)
Library Searched : C:\MassHunter\Library\NIST14.L
Quality : 99
1D : 9-Octadecenoic acid (Z)-, methyl ester

fibundance Scan 1048 (12,5428 min): 1.D\dsta.ms
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1860 2083
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354.8
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#155748: 8-Octadecenoic scid (Z)-. methyl ester
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2000

1000 220

(s 20 40 80
miz--

Debido a la cantidad de cromatogramas y espectros de cada uno de sus viales con
sus respectivos picos, se decidié anexar toda esa informacion en un CD para
volverlo mas practico.
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de bacillus subtilis a nivel laboratorio, elaborada en el afio 2016 , autorizamos al Sistema de Bibliotecas de la
Fundacién Universidad América para que incluya una copia, indexe y divulgue en el Repositorio Digital Institucional ~
Lumieres, la obra mencionada con el fin de facilitar los procesos de visibilidad e impacto de la misma, conforme a los
derechos patrimoniales que nos corresponden y que incluyen: la reproduccién, comunicacion publica, distribucion al
publico, transformacion, en conformidad con la normatividad vigente sobre derechos de autor y derechos conexos (Ley 23
de 1982, Ley 44 de 1993, Decision Andina 351 de 1993, entre otras).

Al respecto como Autores manifestamos conocer que:

= La autorizacién es de caracter no exclusiva y limitada, esto implica que la licencia tiene una vigencia, que no es
perpetua y que el autor puede publicar o difundir su obra en cualquier otro medio, asi como llevar a cabo cualquier
tipo de accidn sobre el documento.

= |a autorizacion tendra una vigencia de cinco afios a partir del momento de la inclusién de la obra en el repositorio,
prorrogable indefinidamente por el tiempo de duracion de los derechos patrimoniales del autor y podré darse por
terminada una vez el autor lo manifieste por escrito a la institucion, con la salvedad de que la obra es difundida
globalmente y cosechada por diferentes buscadores y/o repositorios en Internet, lo que no garantiza que la obra pueda
ser retirada de manera inmediata de otros sistemas de informacion en los que se haya indexado, diferentes al
Repositorio Digital Institucional — Lumieres de la Fundacion Universidad America.

= Laautorizacion de publicacién comprende el formato original de la obra y todos los demés que se requiera, para su
publicacion en el repositorio. Igualmente, la autorizacion permite a la institucion el cambio de soporte de la obra con
fines de preservacion (impreso, electronico, digital, Internet, intranet, o cualquier otro formato conocido o por conocer).

= |Laautorizacion es gratuita y se renuncia a recibir cualquier remuneracion por los usos de la obra, de acuerdo con la
licencia establecida en esta autorizacién.

= Al firmar esta autorizacion, se manifiesta que la obra es original y no existe en ella ninguna violacién a los derechos
de autor de terceros. En caso de que el trabajo haya sido financiado por terceros, el o los autores asumen la
responsabilidad del cumplimiento de los acuerdos establecidos sobre los derechos patrimoniales de la obra.

= Frente a cualquier reclamacion por terceros, el o los autores serén los responsables. En ningln caso la
responsabilidad sera asumida por la Fundacion Universidad de América.

= Con la autorizacion, la Universidad puede difundir la obra en indices, buscadores y otros sistemas de informacion que
favorezcan su visibilidad.

Conforme a las condiciones anteriormente expuestas, como autores establecemos las siguientes condiciones de uso de
nuestra obra de acuerdo con la licencia Creative Commons que se sefiala a continuacion:
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reconocimiento del autor.

_{ Atribucién - no comercial: permite distribuir, crear obras derivadas, sin fines comerciales con

BY. NC SA

I misma forma.

\ | Atribucion - no comercial - compartir igual: permite distribuir, modificar, crear obras
derivadas, sin fines econémicos, siempre y cuando las obras derivadas estén licenciadas de la

L —

Licencias completas: hitp:ifco.creativecommons.org/?page_id=13

Siempre y cuando se haga alusion de alguna parte o nota del trabajo, se debe tener en cuenta la correspondiente

citacion bibliografica para darle crédito al trabajo y a sus autores.

De igual forma como autores autorizamos la consulta de los medios fisicos del presente trabajo de grado asi:

de que se respete la restriccion de acceso.

AUTORIZAMOS Si NO
La consulta fisica (sdlo en las instalaciones de la Biblioteca) del CD-ROM y/o Impreso X

La reproduccion por cualquier formato conocido o por conocer para efectos de preservacion X
Informacién Confidencial: este Trabajo de Grado contiene informacion privilegiada, estratégica o gj NO
secreta o se ha pedido su confidencialidad por parte del tercero, sobre quien se desarrollé la

investigacion. En caso afirmativo expresamente indicaremos, en carta adjunta, tal situacion con el fin X

Para constancia se firma el presente documento en Bogota D.C., a los 17 dias del mes de marzo del afio 2017.
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