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Resumen

Titulo: Evaluacion de extractos de raiz y fruto de la palma de iraca (Carludovica palmata) como

fuentes de carbono para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA)***
Autor: Paula Andrea Rueda Ruiz**
Palabras clave: Biopolimeros, Cardulovica palmata, sustratos, microorganismos

Descripcion: Los plasticos petroquimicos han sido los materiales més utilizados en las ultimas
décadas. Sus propiedades no renovables y no biodegradables han afectado el medio ambiente, la
salud humana y la vida silvestre. Por afios, se ha tratado de mejorar esta situacion, sustituyendo
los pléasticos derivados del petroleo en polihidroxialcanoatos (PHA). Estos son polimeros de origen
bioldgico que tienen propiedades similares a los plasticos convencionales y tiene una amplia gama
de aplicaciones industriales. La biomasa residual derivada de la agricultura se presenta como
valiosa fuente de recursos renovables, fomentando la economia circular y nuevas oportunidades en
el campo de los plasticos. Esta investigacion, tuvo como objetivo producir PHB a partir de un
aislado bacteriano PHA positivo (cddigo CO01), utilizando la raiz y el fruto de la especie vegetal
Cardulovica palmata (palma de iraca) como fuente de carbono. La identificacion y cuantificacion
de PHB, se llevd a cabo mediante cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(GC/MS), determinando que la bacteria fue capaz de acumular el poli(3-hidroxibutirato) (PHB) en
1,72,1,89y 2,83 (g L), a partir del extracto de raiz, su hidrolizado, y del fruto, respectivamente.
De lo anterior, es de resaltar la utilidad que puede llegar a tener el fruto de la palma de iraca,
actualmente un residuo organico derivado del cultivo de palma de iraca, como fuente de carbono
potencial para la produccién de biopolimeros tipo PHB.

*Trabajo de Grado

**Facultad, de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Titulo
académico completo de mayor rango: Doctor en Quimica.
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Abstract

Title: Assessment of root and fruit extracts of the iraca palm (Carludovica palmata) as carbon

ORI

sources for the production of polyhydroxyalkanoates (PHA). ™
Author(s): Paula Andrea Rueda Ruiz **
Key Words: Biopolymers, Cardulovica palmate, substrates, microorganisms

Description: Petrochemical plastics have been the most widely used materials in recent
decades. Their non-renewable and non-biodegradable properties have affected the environment,
human health, and wildlife. For years, efforts have been made to improve this situation by
substituting petroleum-derived plastics with polyhydroxyalkanoates (PHA). These are biologically
sourced polymers that have properties similar to conventional plastics and have a wide range of
industrial applications. Residual biomass derived from agriculture emerges as a valuable source of
renewable resources, promoting the circular economy and new opportunities in the field of plastics.
This research aimed to produce PHB from a positive PHA bacterial isolate (code C01), using the
root and fruit of the Cardulovica palmata plant (iraca palm) as a carbon source. The identification
and quantification of PHB were carried out using gas chromatography coupled with mass
spectrometry (GC/MS), determining that the bacteria were able to accumulate poly(3-
hydroxybutyrate) (PHB) at 1,72, 1,89, and 2,83 (g L) from the root extract, its hydrolysate, and
the fruit, respectively. It is noteworthy that the fruit of the iraca palm, currently an organic residue
derived from iraca palm cultivation, can be potentially useful as a carbon source for the production
of PHB-type biopolymers.

“Degree Work

HFaculty of Sciences. School of Chemistry. Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo Bucheli. Full
academic title of highest rank: Doctor in Chemistry.
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Introduccion

La demanda de plasticos sintéticos derivados del petréleo ha tenido un enorme incremento en
los Gltimos afos debido a su estabilidad, practicidad y diversas aplicaciones. En todo el mundo se
producen aproximadamente 187 millones de toneladas al afio y se observan cantidades notables de
estos polimeros, como el polietileno o el polipropileno, que se introducen en los ecosistemas como
desechos (lzaguirre, 2020). La baja degradabilidad de estos materiales plasticos genera graves
problemas de eliminacién de residuos, que contaminan el medio ambiente terrestre y marino, con
consecuencias en el calentamiento global, riesgo de salud y en la vida silvestre (MacLeod et al.,
2021). Esta contaminacion plastica ha generado desafios ambientales y econdmicos significativos,
por eso, se han gestionado incontables investigaciones y desarrollos en maximizar la utilizacion de
polimeros de origen bioldgico que generen menos impacto ambiental. Por consiguiente, una
alternativa para reducir el impacto ambiental de los plasticos es reemplazar los polimeros
convencionales derivados del petroleo por biopolimeros como los polihidroxialcanoatos (PHA)

(Sukan et al., 2015).

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son biopolimeros sintetizados intracelularmente por
organismos procariotas como fuente de carbono y energia, almacenada en granulos en respuesta al
estrés exdgeno o a la limitacion de nutrientes (Soares et al., 2021), producidos por Eubacteria y
Archaea, que han ganado interés a lo largo de los afios como solucion ecolégica al problema de la
contaminacion por plasticos (Raza et al., 2018). Desde 1974, se han llevado a cabo numerosas
investigaciones con el objetivo de identificar nuevos mondémeros de PHA dentro de la familia de
estos poliésteres, incluyendo su caracterizacion y clonacion de los genes asociados con la sintesis
de estos biopolimeros (Alcantara et al., 2020). En 1995, se reportaron 91 tipos distintos de

monomeros, cifra que incremento a 150 acidos (R)-hidroxialcanoatos registrados para el afio 2020
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(Choi et al., 2020). Debido a sus grandes descubrimientos y sus propiedades mecanicas y
termopléasticas abren las posibilidades de aplicaciones en diversas areas, incluida la ingenieria, la
agricultura, la tecnologia de alimentos, la industria farmacéutica, y particularmente, la medicina y
la farmacia (Delgado et al. 2015). Cabe resaltar su uso en peliculas agricolas biodegradables y
fertilizantes encapsulados que proporcionan una liberacion controlada de nutrientes y se
descomponen después de su uso, evitando la contaminando del suelo (Sintim et al. 2021). También
en aplicaciones medicas debido a su alta biocompatibilidad como suturas, parches, implantes,
ingenieria de tejidos y dispositivos de liberacion controlada en medicamentos (Pradhan et al.,
2020). La versatilidad de estos biopolimeros hace de ellos un gran potencial para contribuir a la

sostenibilidad y reducir el impacto ambiental.

Actualmente, las investigaciones de produccién de PHA, van inclinadas a la reduccion del costo
de produccion, métodos de menor contaminacion para la extraccion y modificacion genética
bacteriana para mejoramiento de produccion en los microorganismos productores (Israni et
al.,2020). El uso de especies vegetales como fuente de carbono puede representar una reserva de
biomasa que se permite ver como un recurso y utilizarse para la generacion de bioenergia
renovable, asi como para la sintesis de bioproductos con alto valor en el mercado (Bharathiaraja et
al.,2017). Su naturaleza y composicion como elementos nutritivos, carbohidratos, proteinas,
lipidos, vitaminas, aceites, fibras, lignocelulosa y pigmentos (Panesar et al.,2015) hace a especies
vegetales, como Cardulovica palmata (o comUnmente conocida como palma de iraca),
prometedoras para su aprovechamiento de la biosintesis de polihidroxialcanoatos debido a su alto
contenido de carbono y, ademas contribuye a minimizar costos de la fermentacion microbiana y
reducir los contaminantes en la produccién. Por lo tanto, en este trabajo tuvo como objetivo la

evaluacion de extractos de raiz y fruto de la palma de iraca como fuentes de carbono utilizable para
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la produccidén de biopolimeros tipo PHA, optimizando su produccion por microorganismos PHA

positivos.

1. Objetivos
1.1 Objetivo general

Evaluar los extractos de raiz y fruto de la palma de iraca (Cardulovica palmata) como fuentes

de carbono potencial para la produccién de biopolimeros tipo PHA.
1.2 Objetivos especificos

Obtener extractos acuosos de la raiz, el hidrolizado de la raiz y del fruto de la especie vegetal

Carludovica palmata.

Evaluar los extractos acuosos obtenidos como fuente de carbono para la produccion de PHA

por microorganismos PHA positivos.

Identificar y cuantificar los mondmeros constituyentes del PHA y tasa de produccion

experimental del biopolimero.
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2. Marco tedrico
2.1 Descripcion general de los polihidroxialcanoatos (PHA)

Los polihidroxialcanoatos son biopolimeros tipo poliésteres de &cidos (R)-hidroxialcanoicos,
que son sintetizados por microorganismos como bacterias grampositivas y gramnegativas de al
menos 75 géneros diferentes (Gonzalez et al., 2013). Estos polimeros se encuentran acumulados
intracelularmente como inclusiones granulares en el citoplasma celular usados como material de
reserva como fuente de carbono y energia, suele tener 0,2 a 0,5 um de didametro y su peso molecular
varfa entre 2 x 10° a 3 x 10° Da dependiendo del tipo de especie microbiana y de las condiciones
de crecimiento de pH, las condiciones de fermentacion y tipo y concentracion de la fuente de

carbono (Khanna et al., 2005).

Los PHA’s se clasifican por la cantidad de atomos de carbonos presentes en cada mondémero,es
decir, segun la longitud de la cadena lateral: los de cadena corta (scl-PHA; short chain length) con
3 a5 atomos de carbonos, caracteristicos por ser rigidos y fragiles, los de cadena media (mcl-PHA;
médium chain length) con 6 a 14 4&tomos de carbonos, caracteristicos por ser elésticos, pero con
poca fuerza mecanica, y los de cadena larga (Icl-PHA; long chain length) con 15 a méas atomos de
carbono, caracteristicos por su resistencia mecanica y al calor, y transparencia (Giin-Yu Tan et
al.,2014; Anjum A et al., 2016). La composicion quimica de los PHA depende del sustrato

utilizado, la enzima PHA-sintasa y de la ruta metabodlica involucrada (Lemos et al., 1998).

Figura 1. Formula quimica general de PHA: Poli(3-hidroxialcanoato)

(Corréa. M.S et al., 2004)
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Una molécula de PHA generalmente contiene entre 600 a 35000 unidades monoméricas de (R)-
hidroxi-acidos grasos. Cada unidad monomérica posee un grupo funcional en una cadena lateral R,
que generalmente es un grupo alquilo saturado, pero también se pueden encontrar con grupos
alquilo insaturados, grupos alquilo ramificados y grupos alquilo sustituidos, pero son mas escasos
(Jingnan Lu et al.,2009). Dado que las enzimas biosintéticas son estereoespecificas, todos los
monomeros se encuentran en configuracion R; tambien se han identificado monémeros mcl-PHA
que presentan diversos grupos funcionales como grupos halégeno, hidroxi, epoxi, ciano y carboxilo

esterificado en la cadena (Ciesielski et al., 2015).

El biopolimero de PHA mas abundante y mas estudiado es el polihidroxibutirato (PHB), es un
PHA de cadena corta, sintetizado por diferentes bacterias y posee caracteristicas similares al
polipropileno. Debido a que el PHB es el polimero mas estudiado, las propiedades de PHA se han

desarrollado y explicado a partir de este (Gumel et al., 2013).

El poli(3-hidroxibutirato), P(3HB) o PHB, se caracteriza por tener un grupo funcional metilo (-
CH?3) y un grupo de enlace éster (-COOR); son estos grupos los responsables de sus propiedades
como material termopléstico, hidrofobico, de alta cristalinidad debido a su estéreoespecificidad y
de caracteristicas fragiles, resistente a la degradacién hidrolitica y baja permeabilidad al Oz, y su
punto de fusién es 175 °C (Sudesh et al., 2000). El peso molecular del P(3HB) producido por
microorganismos como bacterias suele estar en el rango de 1 x 10* a 3 x 10° Da, con una
polidispersidad (indice de dispersion) de aproximadamente 2. Es un material muy fragil, rigido,
Opticamente puro con centro de simetria (Philip et al., 2007). EI PHB fue el primer PHA
identificado en 1926 por Maurice Lemoige en la bacteria Bacillus megaterium (Steinbtchel et al.,

2003), capaz de acumular hasta el 80% del peso seco celular (Wang et al. 2014).
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En la actualidad, se ha informado que los PHA’s pueden estar compuestos por una amplia
variedad de componentes monomericos, con estructuras rectas, ramificadas, saturadas, insaturadas
y aromaticas. Esto sugiere una diversidad significativa en la composicion quimica de los PHA’s,
producidos por mas de 90 géneros de especies microbianas (Zinn et al., 2001). La polimerizacion
de los acidos hidroxialcanoatos ocurre por la accion de las enzimas intracelulares mediante la
condensacion del grupo carboxilo del mondémero con un grupo hidroxilo de otro, formando un

enlace éster; llamandose biopoliésteres (Zhou et al., 2023).

2.2 Propiedades fisicas y quimicas de los biopolimeros tipo PHA

Las propiedades fisicas y quimicas de los PHA varian segn la composicion del mondmero,
generalmente son insolubles en agua, y se caracterizan utilizando pardmetros como hidrofobicidad,
punto de fusion, temperatura de transicion vitrea y grado de cristalinidad (Jacquel et al., 2007).
Estos biopolimeros exhiben una amplia variedad de propiedades mecanicas, desde cristalinas duras
has elasticas. La biodegradabilidad es una caracteristica notable del PHA, debido a que se obtiene
de forma natural a partir de microorganismos, tienen la capacidad de descomponerse en agua y
diéxido de carbono en un lapso de siete meses cuando se entierra en el suelo. Una amplia variedad
de microorganismos que se encuentran en la naturaleza liberan enzimas que degradan el PHA,
facilitando su descomposicion en el entorno en componentes solubles en agua. Estos componentes
luego pueden ser utilizados por los microorganismos como fuente de nutricion (Paduani et al.,
2020). Las propiedades del PHA se pueden describir con las propiedades de PHB, es decir, son
insolubles en agua, enantiomeros (R), no son toxicos después de sus tratamientos de extraccion
biocompatibles y presentan una alta tasa de polimerizacion con altos pesos moleculares de hasta
siete millones de Dalton (Da). Estas propiedades son parametros que determinan las propiedades

mecanicas del polimero (Steinbiichel et al., 2003). La propiedad méas importante de estos polimeros
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es la capacidad de degradacion en diversos entornos, tanto aerobios y anaerobios, como el suelo,
el agua de mar, el agua de lagos y lodos de depuradora, digestores y vertederos, esta degradacion
se debe a la influencia de factores como la poblacién microbiana en un entorno determinado, la
temperatura, el nivel de humedad, pH, nutrientes, composicion, cristalinidad, aditivos y superficie
del propio PHA (Rosa Turco et al., 2021). Como el PHA es un polimero sélido de alto peso
molecular, es incapaz de traspasar la pared celular de los microorganismos, varios de estos liberan
extracelularmente despolimerasas de PHA que hidrolizan el PHA en oligdbmeros y monomeros

solubles en agua, para ser usados como nutrientes dentro de la célula (Khanna et al., 2005).

La mayoria de polihidroxialcanoatos son polimeros semicristalinos, por lo tanto, sus
propiedades mecénicas y térmicas se presentan en términos de la temperatura de transmision (Tg)
0 de la temperatura de fusion (Tm) (Julieth Y, 2010). Los scl-PHA en condiciones normales, son
polimeros termoplasticos lo que permite ser moldeados con valores superiores de sus puntos de
fusion, los mcl-PHA son altamente amorfos con un Tg entre -62 y -26 °C y Tmde 58 °C, por lo cual
son elastdbmeros (Dan Kai and Xian, 2014). EI homopolimero PHB desarrolla una alta cristalinidad
(>60%), lo que lo hace rigido y quebradizo. Las propiedades térmicas de los PHA dependen de la
longitud de cadena del polimero y estos atributos afectan directamente las propiedades mecanicas
del polimero. Las estructuras cristalinas de PHB y PHV al pertenecer al sistema cristalino
ortogonal, presentan una estructura quiral con un alto grado de rotacion éptica. Aunque el PHB
muestra propiedades mecanicas similares a las de los plasticos convencionales como el
polipropileno (PP), el desafio de su procesamiento por fusion para la fabricacion de productos
constituye uno de los principales obstaculos que limitan su uso extendido en aplicaciones de

consumo general. A pesar de esta limitaciébn del PHB de baja ductilidad, la adiccion de
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comondémeros, plastificantes, diversos polimeros y rellenos mejora significativamente su

alargamiento y resistencia a la traccion al reducir la cristalinidad del polimero.

2.3 Carludovica palmata (palma de iraca)

La palma de iraca, también conocida como jipi-japa o toquilla es una especie que pertenece a la
familia Cyclanthaceae, orden Pandanales, género Carludovica. Es un arbusto de hoja perenne
similar a una palmera, crece hasta 3 a 4 metros de altura y se distribuye desde México hasta Bolivia.
Se caracteriza por producir una fibra natural suave, flexible y duradera. Se utiliza especialmente en
la elaboracion de artesanias, siendo éstos los productos mas valiosos derivados del cultivo de iraca,
también se utiliza en techos como aislante térmico, en los sectores agroindustriales y alimenticios
(Galviz et al., 2019). La fibra de la palma de iraca es la mas comercial, se fabrica en el norte de
Ecuador y en el Sur de Colombia, se distingue el tradicional “sombrero de Panama” y otros disefios
como bolsos, canastos, aretes y collares (Mufioz et al., 1999). Colombia es uno de los principales
productores de iraca, y el departamento de Narifio es la principal region donde se encuentra la
mayor parte de los cultivos de iraca (Mufioz et al., 1999). En el 2017, Artesanias de Colombia
reporté ventas por 24.500 millones de pesos, que en el 2019 ascendieron a 28.831 millones de
pesos. Asi mismo, Procolombia (agencia gubernamental) reporto en el 2017 que las exportaciones
de artesanias fueron 35.9 millones de ddlares con Japon, Espafia y Perd como principales
compradores. Ademas, en el sector intensivo en mano de obra, la industria manufacturera vincula
en oficios artesanales alrededor de 120.000 personas de manera indirecta y a 350.000 personas que
pertenecen a areas y etnias (L6opez, 2020). Ademas, del recurso de la fibra, se han utilizado los
brotes foliares y las raices como alimento y los frutos en decoccién se usan como hemostatico en
caso de hemorragias, estas partes no tienen valor comercial y son consideradas un desecho; sin

embargo, por el color intenso de los frutos, es una fuente promisoria de compuestos fendlicos,
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generando beneficios en la cadena productiva de la planta en la industria alimenticia, farmacéutica
y cosmeceéutica (Galviz et al., 2019; Chizmar et al., 2009). Los metabolitos primarios y secundarios
representativos de la C. palmata estan presentes de forma ubicua en la mayoria de los tejidos
vegetales y en los procesos metabolicos de la planta que tienen funciones esenciales en su
supervivencia (De la Rosa et al., 2019). Sus caracteristicas bioldgicas le confieren la capacidad de
biodegradarse de manera que contribuye al medio ambiente permitiendo recuperar suelos, siendo
un cultivo perenne, se siembra una vez y no requiere la adicion de fungicidas, generando una
disminucion de ataques de plagas y enfermedades en cultivos, y se convierte en una opcion para
las comunidades campesinas e indigenas que buscan alternativas para la sustitucion de cultivos

ilicitos (Haas, 2016).

La raiz de la especie vegetal contiene metabolitos que le permite realizar funciones vitales, como
la absorcién de nutrientes, la defensa contra patdégenos y la interaccion con el entorno. Los
compuestos organicos constituyentes de la raiz incluyen metabolitos primarios de bajo peso
molecular (especialmente azlcares, aminoacidos y acidos organicos) y metabolitos secundarios
(fenoles, flavonoides y terpenoides) (Liao et al., 2023). Algunos son fitohormonas como las
auxinas, citoquininas, giberelinas y acido abscisico, que son reguladores del crecimiento y
desarrollo de las raices, en respuesta al estrés ambiental. Los compuestos fendlicos, comprenden
funciones antioxidantes, antimicrobianas y protectoras. Los acidos organicos como acido malico,
acido citrico, y acido oxalico que estan involucrados en el metabolismo energético y la regulacion
del pH. También, se encuentran compuestos nitrogenados como aminoéacidos, péptidos y derivados
de aminoéacidos, que son esenciales para la sintesis de proteinas y otras biomoléculas, actuando
como respuesta del estrés y la sefializacion. Los carbohidratos como almidén, glucosa, celulosa y

fructosa que son importantes como fuente de energia y como precursores para la sintesis de otros
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metabolitos. Los polisacaridos como pectinas y hemicelulosas, que representan roles estructurales
y almacenamiento. Ademas, de terpenoides como esteroides y terpenos que regulan el crecimiento,
la defensa contra patdgenos y la atraccion de polinizadores (Yang et al., 2023). Las infrutescencias
de iraca se caracterizan por su color intenso en su pulpa, color similar al de frutas de color rojo
anaranjado, como naranjas y papayas. Este fruto se caracteriza por sus carotenoides que son
pigmentos organicos liposolubles del grupo isoprenoides, responsables de sus colores. En este fruto
se encuentran compuestos como carotenos que incluyen el -caroteno, a-caroteno y el licopeno,
gue poseen propiedades antioxidantes y son precursores de la vitamina A. Las xantofilas incluyen
la luteina, la zeaxantina y la criptoxantina (Moo-Huchin et al., 2019). Un principal carotenoide
secundario es la capsorrubina, que tiene la capacidad para neutralizar los radicales libres y proteger
contra el estrés oxidativo. Ademas, de carbohidratos, lipidos, proteinas, vitaminas con minales

como potasio, magnesio y fosforo y algunos fitonutrientes (Galviz et al., 2019).

Los compuestos quimicos mencionados de la raiz y del fruto de la C. palmata pueden ser
potenciales como fuente de carbono y energia, y en la biosintesis de moléculas para
microrganismos productores de PHA. Entonces, especies vegetales, como C. palmata pueden ser
factor clave para la produccion de PHA debido al costo de la materia prima, lo que permite una
reduccion de costos y una gestion de residuos mas efectiva y econdémica. Ademas, con la
valorizacion de los biorecursos excedentes, economicos y renovables, para la biosintesis de PHA
(Obrucacetal., 2015). Por lo tanto, la utilizacion de fuentes de carbono econémicas, como desechos
organicos y subproductos agroindustriales, junto con estrategias de fermentacion eficientes, se
presenta como un requisito esencial para llevar a cabo investigaciones y producciones a gran escala

de PHA.
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2.4 Microorganismos productores de PHA

Actualmente, mas de 300 microorganismos diferentes se han identificado como PHA positivos,
sin embargo, solo un grupo pequefio de bacterias como Curpriavidus necator (Ralstonia eutropha
0 Alcaligenes eutrophus), Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii, Pseudomonas olevorans,
Paracoccus denitrificans, Protomonas extorquens y Escherichia coli son capaces de producir PHA

para una produccion a gran escala (Lee et al., 1996).

El tipo de microorganismo seleccionado para la produccién de PHA se determina por la
capacidad de la célula para utilizar una fuente de carbono econdémica, actualmente se investigan
los desechos agricolas y subproductos industriales, entre otros, como el costo del medio, la tasa de
crecimiento, la tasa de sintesis de polimeros, la calidad y cantidad de PHA y el coste de los procesos

posteriores (Lee et al., 2001).

Las bacterias productoras de PHA pueden clasificarse en dos grupos, segun las condiciones de
cultivo necesarias para la sintesis de PHA. El primer grupo de bacterias, requieren de limitaciones
nutricionales esenciales como el nitrogeno, fosforo, magnesio o azufre para acumular PHA
intracelularmente a partir de una fuente de carbono en exceso, como lo son A. eutrophus,
Protomonas extorquens y Protomonas oleovorans (Soares et al., 2021). El segundo grupo de
bacterias, no requieren de limitaciones nutricionales para la sintesis de PHA, logrando acumular
polimero durante el crecimiento, como Alcaligenes latus, Azotobacter vinelandii y E, coli (Pradhan

et al., 2020).

El microorganismo maés estudiado ha sido la bacteria R. eutropha debido a su capacidad de
acumular grandes cantidades de PHA, especificamente el P(3HB), representando

aproximadamente el 80% del peso seco de la bacteria. Esta produccion y acumulacion se puede
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realizar en un medio simple utilizando fuentes de carbono econémicas como la glucosa, fructosa,

acido acético y residuos de industria oleica, agroindustrial, entre otras (Priyadarshi et al., 2014).

2.5 Seleccidn de fuentes de carbono para la sintesis de PHA

Para la optimizacion de la produccion de PHA se puede maximizar mediante el uso de sustratos
y desechos de bajo costo como fuentes de carbono, para aumentar la productividad y el rendimiento
de PHA y sus copolimeros mediante diversas rutas de fermentacion, o simplificando el proceso de
produccién utilizando microorganismos selectivos con caracteristicas especificas (Adeleye et al.,

2020).

Se han desarrollado diferentes estudios sobre biomasas biodiversas sostenibles adecuadas para
la sintesis de PHA. Estos emplean una variedad de materiales como fuentes de carbonos. Algunos
materiales son: melaza, remolacha azucarera, azlcar de cafia y melaza de soja (Vermaet al., 2002).
Suero, soja y malta hidrolizados (Koller et al., 2008). Materias primas lignocelulésicas como
madera, xilosa, hidrolizados de hemicelulosa, trigo, entre otros (Tamer et al., 1998). También

grasas, aceites vegetales, aceites residuales, glicerol y aguas residuales (Shamala et al., 2012).

La biomasa derivada de cultivos, bosques y madera tienen grandes cantidades de materiales
lignocelulésicos después de su cosecha, es decir, contienen celulosa, hemicelulosa y lignina. Estos
constan de pentosas, manosas, galactosas, arabinosa y ramnosa, que son precursores para la sintesis

de PHA (Naik et al., 2010).

En la literatura, la fuente de carbono mas simple y en mayor escala, es la sacarosa, que se ha
encontrado con éxito para la produccion de PHB (Kim et al., 2004). Los almidones también son
una fuente abundante de carbono, se ha demostrado que los residuos de almidén de patata

sacarificado con limitacién de fosfato producen PHB a gran escala (Haas et al., 2008). Los
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alcoholes son sustratos de carbono estéril que podrian reducir la contaminacion, a partir de algunas

bacterias metalotroficas y metanotroficas para la produccion de PHB (Harding et al., 2007).

En general, las fuentes de carbono pueden ser sacaridos (fructosa, maltosa, xilosa, arabinosa,
etc), n-alcanos (hexano, octano, dodecano, etc), acidos n-alcanoidos (acido aceético, &cido
propionoico, acidos butiricos, acido valérico, acido oleico, etc), n-alcoholes (metanol, etanol,
glicerol, etc) y gases (metano y dioxido de carbono) (Anderson et al., 1990). Estos estudios se
complementan, con el analisis de la produccion de PHB en diferentes colonias bacterianas con
multiples fuentes de carbono. Por ejemplo, una cepa de Halomonas boliviensis a la cual se le
suministré hidrolizado de almidon como fuente de carbono, se logré una produccion méaxima de
56% (p/p) en comparacion con el peso seco celular (Verlinden et al., 2007). Pseudonomas
aeruginosa posee la habilidad de hidrolizar acidos grasos para la sintesis de PHA, al utilizar aceite
de cocina usado como fuente de consumo primaria obteniendo una produccion maxima de 66%
(p/p) (Fernandez et al., 2005). Como también, el uso de aceite de palma usado y melaza para
obtener una produccién maxima de 57,4% (p/p) y 56,3% (p/p), respectivamente (Alias et al., 2005
& Mercan et al., 2005). Otras bacterias interesantes debido a que producen scl-PHA son
Pseudomonas fluorescens al igual que las especies Azohydromonas, Burkholderia y Cupriavidus.
Por ejemplo, Azohydromonas lata registrd una produccion de P3HB en una tasa de 50% a 88%, en
comparacion de su peso seco celular usando diferentes azicares como glucosa, fructosa y sacarosa

(Soares et al., 2021).

Tabla 1. Microorganismos productores de PHA junto con sus respectivas fuentes de carbono

utilizadas
Fuente de Microorganismo Modo de Contenido Referencia
carbono fermentacion de PHA(%)
Pseudomonas Matraz de Wang et al.,
Glucosa 51,2 g

mendocina NK-01 agitacion 2016
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Pseudomonas stutzeri Lote 520 Heetal.,

1317 ’ 1998

Pseudomonas putida ~ Alimentado por 671 Pradhan et

Agcd (recombinante) lotes ’ al., 2020

Pseudomonas Lote 108 Rojas et al.,

aeruginosa ATCC 9027 ’ 2007

Escherichia coli Lote 119 Wang et al.,

(mutante) ’ 2012

Escherichia coli Lote aerobio 372 De Almeida

K24KP (recombinante) ’ etal., 2010

Azohydromonas lata Lote Gomez et al.,

IAM 12665 76:5-794 1996

Bagazo de Burkholderia sp Alimento por Lopes et al.,

cafa de lotes 48,0 2014
azUcar

Vinaza de Haloferax mediterranei Bhattacharyya

cafia de Lote 70,0 etal., 2012
azucar

Melaza Escherichia coli Lote Saranya et al.,

(recombinante) 75,5 2011

Cupriavidus necator Lote

DSM 545 31,0-44,0 Beaulieu et

Cupriavidus necator Estado sélido al., 1995

DSM 545 39,0 Oliveira et

Pseudomonas Lote al., 2004

aeruginosa NCIM 2948 62,0 Tripathi et al.,

2012

2.6 Vias biosintéticas de PHA

Se han identificado diversas rutas metabélicas que aportan los monémeros para la sintesis de
PHAs (Figura 2). Entre las vias més estudiadas y comunmente encontradas en diferentes géneros
bacterianos se encuentran la ruta de sintesis de poli(3-hidroxibutirato), la 3-oxidacion y la sintesis

de &cidos grasos (Stubbe y Tian, 2003).
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En la ruta de sintesis de PHB (Via I), los mondmeros 3HB se generan mediante la condensacion
de dos moléculas de acetil-CoA, para formar acetoacetil-CoA, reaccion catalizada por la enzima
[-cetotiolasa. Siguiendo, la enzima acetoacetil-CoA reductasa reduce el acetoacetil-CoA para
formar 3-hidroxibutiril-CoA. Finalmente, la enzima PHA sintasa cataliza la polimerizacion a partir
de la esterificacion del 3-hidroxibutiril-CoA a PHB (Anjum et al.,2016). La via II es la f-oxidacién
de acidos grasos. Esta ruta ha sido descrita en Pseudomonas, cuando las bacterias crecen con acidos
grasos como fuente de carbono. El intermedio de f-oxidacién, trans-2-enoil-CoA, se convierte en
(R)-hidroxiacil-CoA mediante una enoil-CoA hidratasa especifica de (R) (Anjum et al., 2016; Le
Meur et al., 2012). La via 1l es la sintesis de acidos grasos. La sintesis de PHAs es generada a
partir de fuentes de carbono no relacionadas y simples, como la glucosa, sacarosa o fructosa, entre
otras. Los intermediarios (R)-3-hidroxiacil provenientes de la via biosintética de cidos grasos son
convertidos desde su forma proteica portado de acilo (ACP) a su forma CoA por accion de la

enzima acil-ACP-CoAtransacilasa (Anjum et al., 2016; Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016).

Algunas bacterias del género Pseudomonas producen mcl-PHAs. Dependiendo de la naturaleza
de la fuente de carbono, estas especies sintetizan mcl-PHASs por dos vias metabdlicas centrales: la
via de sintesis de acidos grasos (via Il1), es decir, carbohidratos, y la p-oxidacion (via I11) cuando

la fuente de carbono es un &cido graso (Fontaine et al., 2017).

2.7 Enzimas involucradas en la sintesis de PHA

Las tres principales enzimas que desempefian el papel de sintesis, degradacion y regulacion de
PHA son la acetil-CoA-acetiltransferasa (codificada por PhaA), la acetoacetil-CoA reductasa
(codificada por PhaB) y la subunidad de PHA sintasa (codificada por PhaC) (Stubbe y Tian, 2003).
PhaA traduce la enzima 3-cetotiolasa; aislada y estudiada en bacterias como Azotobacter

beijerinckii, Ralstonia eutropha, Zooglea ramigera y Rhizobium japonicum. PhaB traduce la (R)-
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3-ketoacetil-CoA reductasa; también estudiada en bacterias tipo Azotobacter beijerinckii,
Rhodopseudomonas spheroides, Rhodomicrobium vannielii y Streptomyces coelicolor. Para la
sintesis de PHB, la enzima especifica es la acetoacetil-CoA reductasa; PhaC que es llamada PHA
sintasa, PhaG que traduce (R)-3-hidroxiacetil-CoA hidrolasa (Shahid et al., 2021). Todas las
enzimas utilizadas son enantioméricamente selectivas, es por esto que una de las caracteristicas del
PHA es su sintesis de solo el enantiomero R. La enzima PhaC se divide en cuatro grupos donde se
diferencian por su estructura y por su especificidad de sustrato. La PHA sintasas de clase | tiene
como microorganismo modelo Ralstonia eutropha, compuesto de solo una subunidad (PhaC),
actian sobre tioésteres CoA de varios scl-PHA (Rehm et al., 2003). La clase Il también se
componen de una sola subunidad (PhaC) actuando sobre tioésteres CoA de varios mcl-PHA (Fukui
et al., 1998). La clase Il son representadas por Allochromatium vinosum, y esta conformado por
dos subunidades (PhaC y PhaE) sintetizando scl-PHA. Por altimo, las sintasas de clase 1V, se
represetan por el microorganismo Bacillus megaterium poseen dos subunidades (PhaC y PhaR)

actuando sobre tioésteres CoA de scl-PHA (Tsuge et al., 2005).

En relacién con la eleccidn de la colonia bacteriana, diversos factores pueden influir en las
caracteristicas y produccion del PHA. Primero, el nivel de expresion de la enzima activa PHA
sintetasa, a mayor concentracion de esta enzima, menor sera la masa molecular del biopolimero.
Segundo, la presencia de enzimas capaces de degradar el PHA durante su sintesis, asi como otras
esterasas y lipasas. Si estas enzimas estan ausentes, se produciran polimeros de mayor peso
moléculas. Tercero, la actividad catalitica de la PHA sintasa activa. Y cuarto, la ocurrencia de
reacciones de transferencia de cadena. En general, la composicién monomérica de estos poliésteres
dependera de la PHA sintetasa especifica para cada especie y de los precursores de tioéster de

hidroxiacil-CoA suministrados a la enzima, los cuales estaran determinados por la ruta metabdlica
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que opera en el microorganismo y su fuente de carbono externa (Alcantara et al., 2020; Pradhan et

al., 2020).
A ° oM OH o
o e
Amino acids » l Sugars 7 on Fatty acids
£ l % O OH l
ﬂ"j‘" “ Carbon source
\ l / Aclitaled
Acetyl-CoA carbon source

Pathway- il 4/Pathway-l Pathway- Il

Malonyl-CoA €—— Acetyl-CoA Acyl-CoA
FabD PhaA 3
Malonyl-ACP Acetoacetyl-CoA 3-Ketoacyl-CoA Enoyl-CoA
PhaB
Acyl -ACP (S)-3-Hydroxyacyl-CoA
FabG (R)-3-Hydroxyacyl-CoA
FabG PhaJ
Enoyl-ACP  3-Ketoacyl -ACP PhaC
)
(R)-3-Hydroxyacyl-ACP < Wooun (R)-3-Hydroxyacyl-ACP
PhaG R
PhaC W J PhaC
(R)-3-Hydroxyacyl-CoA ———————> ¥ ," " f2 €————— (R)-3-Hydroxyacyl-CoA
l’ \\‘

PHA

Figura 2. Esquema general de las vias metabdlicas de la sintesis de PHA a partir de diferentes
fuentes de carbono dentro de una célula bacteriana, y representacion del proceso general de
produccion y extraccion de PHA (Sudesh et al., 2000 & Philip et al., 2007).

2.8 Degradacion de PHA

La principal ventaja de PHA radica en su capacidad de biodegradacion. Esta caracteristica se
logra mediante la hidrélisis de los granulos por microrganismos que utilizan estos polimeros como
fuentes de carbono y energia. Este procedo se lleva a cabo a través de depolimerasas, enzimas
secretadas por las células que se adhieren a la superficie del polimero y lo descomponen en
unidades de mondmeros individuales. El tiempo necesario para la degradacién dependen de la

composicion intriseca del polimero y de las condiciones ambientales a las que este expuesto. Se ha



PRODUCCION DE PHA 30

observado que los PHA se degradan en una variedad de ambientes, incluidos los aerobios,

anaerobios, salinos, marinos y otros (Ojumu, Yu & Solomon, 2004).

General scheme of hydrolysis of PHB
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Figura 3. Mecanismo de reaccién de hidrolisis catalizada/no catalizada de PHB (Rydz et al.,
2014)

Este proceso de degradacion bien definido ocurre en presencia de agua, donde las moléculas de
agua atacan los enlaces éster mas débiles en la estructura del polimero (Renard et al., 2007). Esto
conduce a cambios rapidos en las propiedades del PHB, como el peso moléculas y la resistencia a
la traccion, dependiendo de factores como la humedad, la temperatura, el pH y la presencia de
catalizadores (Ashter et al., 2016). Como se ha observado en investigaciones previas, la hidrdlisis

tiende a ocurrir preferentemente en los enlaces éster cercanos al extremo de las cadenas principales
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del poliéster, dando como resultado la formacion de oligébmeros parcialmente solubles. Estos
oligbmeros pueden posteriormente fragmentarse en unidades monoméricas, como el acido 3-
hidroxibutiranoico y acido crotonico (Polyék et al., 2017). La hidrdlisis catalizada por acido
implica el ataque de protones de hidrégeno (H*) y puede conducir a la transesterificacion colateral
mediante un ataque de H* a grupos carboxilicos u hidroxilo de los productos de degradacién (Yu
et al., 2005). Esto resulta en una tasa de hidrélisis mas baja en comparacion con la hidrolisis
catalizada por alcali. Por otro lado, la hidrdlisis catalizada por alcali comienza con la extraccion de
hidrogeno del grupo —COOH mediante un ataque de iones OH-, lo que hace que la reesterificacion
sea termodindmicamente desfavorable. Como resultado, la hidrdlisis catalizada por alcali muestra
una tasa de hidrolisis mas alta en comparacion con la hidrolisis catalizada por acido, con una
relacién directa entre la tasa de hidrolisis y la concentracion de iones OH (Rydz et al., 2014)

(Figura 3).

2.9 Aplicaciones de los PHA
La produccién de bioplasticos da una perspectiva a resolver el problema creciente de los
residuos plasticos, asi permitiendo disminuir el uso de combustibles fosiles y aumentando el uso

sostenible de recursos en una economia circular.

Las propiedades del biopolimero permiten el uso en diversas industrias, siendo la més destacada
la agricultura y la medicina. Generalmente, los scl-PHA como el PHB tienen poca resistencia a la
traccion y propiedades de alta cristalinidad que pueden ser utilizados en utensilios y pajitas
desechables (Eesaee et al., 2022). La creciente demanda del plastico biodegradable significa que

existe una amplia gama de mercados para el PHA.

En la aplicacion médica, se ha reportado que el uso de PHA no tiene influencia toxica ni provoca

inflamaciones en el cuerpo humano, debido a su alta biocompatibilidad y biodegradabilidad,
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también por su alta flexibilidad estructural por la abundancia de mondémeros. Principalmente, la
aplicacion esta inclinada a la administracion de farmacos, la ingenieria de tejidos y los dispositivos
médicos (Reddy et al., 2022). Los mcl-PHA, como polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV) y
polihidroxibutirato-co-hidroxihexanoato (PHBHHX), se han utilizado como andamio para la
regeneracion de la piel, en ingenieria de tejido 6seo y en la ingenieria de tejidos de cartilago, el
polihidroxibutirato-co-hidroxibutirato (P3HB4HB) es un material amorfo y elastomérico, se puede
aplicar en valvulas cardiacas y vasos sanguineos. Se pueden elaborar agujas quirargicas, materiales

de sutura, entre otros (Guo et al., 2022).

Se ha investigado el potencial de los PHA para aumentar la captacion de farmacos, por ejemplo,
en la deteccion de células cancerosas (O’Connor et al., 2013), han dado resultados con las células
de cancer de mama son capaces de adherirse al PHB mediante proteinas diana especificas, mientras
que las células normales carecen de esta capacidad, por lo tanto, el PHA se puede emplear como

nueva herramienta de deteccion del cancer (Sabarinathan et al., 2018).

Los PHA demuestran un rendimiento bueno contra el oxigeno, el agua y una degradabilidad
completa (Nanda et al., 2022). Siendo buenos productores de bolsas de plastico, paquete de
alimentos, envases de cosméticos, pitillos, vasos, tapas, tenedores, utensilios, entre otros. También,
se debe recalcar que es de gran interés debido a la gestién mas sencillas del final de su vida dtil,

conduciendo a una economia circular y sostenible (Gupta et al., 2022).

Por otro lado, el polietileno de alta densidad (HDPE) y el polietileno de baja densidad (LDPE)
son los plasticos mas convencionales para el acolchado y mantillo en la agricultura, causando
contaminacion del suelo debido a su terminacion en los vertederos. Por esta razon, el PHA es buena
alternativa para el acolchado y mantillo, siendo apropiado para la estructura del suelo, reteniendo

el agua, previniendo la contaminacion y beneficiando los cultivos (Sintim et al., 2021). Su baja
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permeabilidad al oxigeno, permite otras aplicaciones como formar peliculas y recubrimientos.
También, las bolsas de crecimiento, beneficiando la baja toxicidad para el medio ambiente, un
menos cambio en la deformidad de las raices, permitiendo que las plantas crezcan mas rapido y
desarrollen una mejor inmunidad contra los patogenos (El-malek et al., 2020). Siendo asi, el PHA

es apto para aplicaciones en la agricultura por su respeto al medio ambiente.

2.10 Perspectiva del futuro

Los bioplasticos, como el PHA, estan siendo reconocidos como una alternativa para abordar
estos problemas. Sin embargo, los altos costos de produccidn representan un desafio significativo
para su adopcién a gran escala en el mercado mundial de plastico. Se sugiere que este obstaculo
podria superarse utilizando residuos como materia prima y optimizando el proceso de produccién
para aumentar los rendimientos y reducir los costos. Estas innovaciones son valiosas porque abren
la puerta a un proceso de produccion econémicamente viable. Una comprensién méas profunda de
los mecanismos de produccién y degradacién de los PHA permitira el disefio de plasticos adaptados
a diversas necesidades industriales. La amplia variedad de PHA con diferentes propiedades ofrece
una flexibilidad Gnica que les permite acceder a varios segmentos de mercado. Se enfatiza la
importancia de investigar métodos de extraccion a gran escala para aplicaciones industriales. El
uso de PHA jugara un papel importante en la reduccién de desechos plasticos, la promocion de
recursos sostenibles, la versatilidad en aplicaciones y la mitigacion del cambio climatico,
contribuyendo asi a la creacion de un sistema de circuito cerrado en una economia circulas. Abordar
las limitaciones de los PHA producidos a partir de residuos requerira un enfoque multifacético,
incluido una mayor investigacién sobre métodos de extraccion para mejorar la pureza y calidad de

los PHA (Zhou et al., 2023).
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3. Antecedentes

Ciesielski y colaboradores (Ciesielski et al., 2015), determinaron que los aceites vegetales como
sustratos son prometedores para la produccion de polihidroxialcanoatos, es decir, crear
biopolimeros bacterianos, recuperando y utilizando como materia prima aceites vegetales crudos y
de desecho, que son dificiles de eliminar. Algunos de estos aceites, son el aceite de soja, el aceite
de palma y el aceite de maiz, dando lugar a un rendimiento teorico en la produccién de PHA a
partir de acidos grasos de 0,65 g/g, mientras que el rendimiento teérico en la produccion de PHA
a partir de glucosa oscila entre 0,30 y 0,40 g/g (Chanprateep, 2010). Su uso como alternativa se
debe a que los aceites vegetales incluyen ésteres complejos de glicerina y acidos monocarboxilicos,
por lo que son Optimos sustratos para la produccion de bioplasticos mediante fermentacion
microbiana.

Mozejko y colaboradores (Mozejko et al., 2011), encontraron que la cepa perteneciente a la
especie Pseudomonas, es capaz de producir el 21% de mcl-PHA con aceite de canola, encontrando
que la composiciobn monomérica de los poliésteres era el 3-hidroxioctano (3-HO) y el 3-
hidroxidecano (3-HD), también el aceite de palma saponificado ha demostrado que la cepa fue
capaz de sintetizar hasta el 48% del mcl-PHA. Ademas de la especie Pseudomonas, se probo
Comamonas testosteroni para producir mcl-PHA a partir de aceites como el aceite de ricino, aceite
de coco, aceite de semilla de algoddn, aceite de mostaza, aceite de oliva y aceite de sésamo. Por
observacion final, el proceso de produccion de PHA a partir de aceites vegetales se puede hacer
maés eficiente utilizando las partes de las plantas, para el desarrollo y optimizacion de nuevas
estrategias de fermentacion y nuevos métodos de recuperacion de productos.

Wendy y colaboradores (Wendy et al., 2022), exploraron la produccion y caracterizacion de
polihidroxibutirado (PHB) utilizando glicerol residual como fuente de carbono por parte de

Burkholderia cepacia BPT1213. Este proceso implico el control y la regulacion de las condiciones
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de cultivo y fermentacion, asi como el analisis del PHB mediante cromatografia de gases (GC),
extraccion y purificacion del PHB, y su caracterizacion mediante resonancia magnetica nuclear
(RMN) vy espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR). Es crucial controlar la
concentracion de glicerol suplementado en el sistema, ya que esto afecta las propiedades finales
del PHB. Se observo que la cepa B. cepacia pudo alcanzar el mayor rendimiento de biomasa con
concentracion de glicerol del 3% (v/v). Se sugiere considerar la produccién de copolimeros por
parte de B. cepacia para mejorar su potencial como bacteria productora de PHA.

Tyagi y colaboradores (Tyagi et al., 2021), estudiaron la produccién de polihidroxibutirato
(PHB) por Parapedobacter ISTM3 asilado de la cueva de Mawsmai utilizando melaza como fuente
de carbono, caracterizando el biopolimero mediante GC-MS, FT-IR, NMR y TEM, y se optimiz6
el rendimiento de PHA producido. Obteniendo un rendimiento de PHA del 55,62% utilizando un
5% de melaza como fuente de carbono. Segun los resultados el uso de sustratos de carbono residual
para la produccion de PHA es un candidato util para la produccion de PHA a gran escala, siendo
un enfoque rentable y sostenible para ser una alternativa a los problemas ambientales debido a la
alta acumulacion del plastico.

Jung y colaboradores (Jung et al., 2023), analizaron la produccién de polihidroxibutirato (PHB)
a partir de melaza de cafia de aztcar como fuente de carbono, que es un sustrato econémico y no
contaminante para el medio ambiente, rico en contenido de carbono en forma de azUcares,
utilizando la cepa Priestia sp, YH4. Primeramente, se determinaron las condiciones 6ptimas de
cultivo para la produccion de PHB a 30°C, pH 7,5, en presencia de 4% (p/v) de melaza, 6% (v/v)
de indculo y 7% (p/v) de NaCl. Ademas, los experimentos se realizaron sin y con proceso de
esterilizacion en el medio de caldo marino (MB), dando como resultado que la ausencia de este
proceso no tuvo impacto en la produccion de PHB usando YH4 debido a la alta salinidad,

concluyendo que evitar la esterilizacion, disminuye el costo de produccion. Asi que, la melaza de
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cafia de azUcar sirvié como sustituto tanto de los medios, como de la fuente de carbono que contiene
macronutrientes, oligoelementos y fuentes de nitrogeno (Kiselev et al., 2022).

Ribero y colaboradores (Ribero et al., 2022), evaluaron el proceso de extraccion del PHB a
partir del microorganismo Bacillus megaterium B2 utilizando como fuente de carbono residuos
provenientes de la agroindustria de cacao. Evidenciando que el ultrasonido fue el método de
extraccion mas amigable con el medio ambiente y rentable, presentando la menor pérdida de
biomasa. Se utilizaron solventes como hipoclorito de sodio, dodecilsulfato sodico y etanol, los
cuales demostraron una eliminacion eficaz de los restos celulares, con un porcentaje de
recuperacion del polimero del 34,59% cercano al 41,37% obtenido en la extraccion utilizando
solventes clorados. La optimizacion de la extraccion revel6 un porcentaje de pureza del PHB un
99,58%. Finalmente, el biopolimero se caracterizd por FTIR, DSC, TGA y por MALDI-TOF
confirmando la identidad como polihidroxibutirato.

Moreno y colaboradores (Moreno et al., 2015), se estudiaron las cepas de Bacillus megaterium
de tipo salvaje con la capacidad de acumular PHB utilizando glicerol crudo procedente de la
produccién de biodiesel como Unica fuente de carbono. Se utilizaron disefios compuestos centrales
y de Plackett-Burman para optimizar las condiciones de cultivo, y se determin6 que la temperatura
(34 °C) y las concentraciones de glicerol (7,6 g L) y Na,HPOs (3 g L) son variables clave. Se
logré aumentar significativamente la produccion de PHB, con un aumento del 48% en matraces
agitados y del 314% en biorreactores, en comparacién con las condiciones iniciales. Esto sugiere
el potencial de B. megaterium para la produccion economica de PHB utilizando glicerol crudo
como fuente de carbono.

Ospina y colaboradores (Ospina et al., 2022), investigaron el uso de aguas residuales de la
industria de produccion de levadura (WWY) para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA),

empleando cultivos microbianos mixtos, que incluia un reactor anaerobico y dos aerobicos. Se
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produjeron &cidos grasos volatiles (AGV) en un reactor anaerobico, mientras que bacterias
productoras de PHA se enriquecieron en un reactor de secuenciacion. Luego, se utilizé un reactor
para producir PHB a partir de inoculo enriquecido y el efluente del reactor anaerdbico. Se logro
una acumulacién maxima de PHB del 17% con un rendimiento de 1,2 g de PHB/L utilizando el
efluente destilado. El andlisis de la comunidad microbiana revelé la presencia dominante de
especies bactrianas productoras de PHA. Estos resultados muestran un enfoque sostenible para la
produccién de PHA con tasas de acumulacion prometedoras y menos susceptibles a la

contaminacion que los métodos tradicionales.

4. Metodologia

Etapa 1: Obtencion de los extractos de la raiz, hidrolizado de la raiz y triturado del fruto de

la especie vegetal Cardulovica palmata

4.1 Materia prima
Las plantulas y los frutos de C. palmata fueron enviados por el grupo de investigacion en

Biotecnologia Vegetal de la Universidad Nacional de Colombia, Sede Medellin (Apéndice A)

4.2 Preparacion de la muestra de la especie vegetal C. palmata
4.2.1 Extraccién acuosa de los metabolitos de la raiz de la especie vegetal C. palmata

La metodologia fue basada por la propuesta de Salem et al., (2017) para ser adaptada para el
estudio realizado con algunas modificaciones. Primeramente, se cortaron las raices en trozos
pequefios y se trituraron en un mortero con nitrégeno liquido (para la conservacion de los
componentes de la especie vegetal) hasta obtener un triturado fino y sin pedazos de raiz muy
grandes. Esto se realizd en un periodo corto y con poca luz preferiblemente, para evitar la
degradacion de los metabolitos extraidos de la raiz. Se pesé 150 gramos de la muestra de raiz en

tubos Falcon y se agregd 300 mL de agua tipo . Seguidamente, se agitaron los tubos Falcon que
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contenian la muestra vegetal y el agua tipo I, en el vortex para que el tejido vegetal se
homogenizara; despues se trasladaron los tubos Falcon a un bafio ultrasonico por 20 minutos a
25°C (manteniendo la temperatura constante utilizando hielo en el bafio de agua), para la
aceleracion de la disolucion y dispersion de solidos y emulsificacion. Luego, se centrifugd durante
10 minutos a 6000 rpm. Finalmente, se recolectaron los sobrenadantes y se evaporé el solvente
recolectado mediante un roto-evaporador (Marca HEIDOLPH HEI-VAP, Blamis, Colombia)
configurado a 35 °C y 20 mbar. Finalmente, obtenido el extracto hidrosoluble de la raiz, se
almacenaron las muestras en el congelador a una temperatura de -30 °C hasta su posterior analisis

(AU — Salem et al., 2017).

4.2.2 Hidrolisis de los residuos de la raiz de la especie vegetal C. palmata

Adicionalmente, con los residuos triturados de la raiz de la especie vegetal C. palmata, se realizd
una hidrolisis de este material vegetal para el rompimiento y liberacion de polimeros vegetales para
obtener mondmeros que fueran aprovechados por el microorganismo. Esto se realiz6 agregando
300 mL de solucion de acido clorhidrico HCI al 1% (v/v) a 150 gramos de raiz recolectado
anteriormente, en un vaso precipitado de 500 mL. Luego, se llevé a calentamiento a 80°C y en
agitacion por 1 hora. Finalizada la hora de calentamiento, se dej6 enfriar y se filtré con papel filtro
cualitativo, el solvente se recolectd, se centrifugd durante 10 minutos a 6000 rpm y finalmente, se
evaporé el solvente recolectado mediante un roto-evaporador (HEIDOLPH HEI-VAP, Blamis,
Colombia) configurado a 35 °C y 50 mbar para permitir la evaporacién del mismo y reunir todo el
extracto sélido y seco de la raiz de la especie vegetal, y pesarlo. Una vez pesado el extracto de la
hidrolisis sélido y seco de la raiz, se almacenaron en el congelador a una temperatura de -30 °C

hasta su posterior analisis.
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4.2.3 Maceracion y trituracion del fruto de la especie vegetal C. palmata

Las muestras de fruto fueron trituradas y maceradas en un mortero con nitroégeno liquido (para
la conservacion de los componentes de la especie vegetal) hasta obtener un triturado fino y sin
pedazos de fruto muy grandes. Esto se realizé en un periodo corto y con poca luz preferiblemente,
para evitar la degradacion de los compuestos del fruto, y se almacenaron en el congelador a una

temperatura de -30 °C hasta su posterior analisis.

4.3 Determinacion del contenido azucares reductores totales en el extracto e hidrolizado de
la raiz y del fruto de la especie vegetal C. palmata
4.3.1 Preparacion del reactivo acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)

Se preparo el reactivo DNS con 5 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico, 150 g de tartrato de Na-K y 8
g de hidroxido de sodio (NaOH). Primero, se disolvié el NaOH en 200 mL de agua destilada y se
agrego el tartrato de Na-K lentamente y en agitacion. Se completd con agua destilada hasta 400
mL y se agrego el acido 3,5-dinitrosalicilico. Se dejé en agitacién por 12 horas y se complet6 a un

volumen final de 500 mL con agua destilada, y se filtr6 posteriormente (Gil et al., 2006).

4.3.2 Preparacion de la curva patrén de Glucosa

Se prepard una solucion estandar de glucosa (1 g/500 mL) para la preparacion de los patrones
posteriormente (Apéndice B). A cada solucion patron se le agregd 250 uL de reactivo DNS,
incluido al blanco, y se llevaron a calentamiento en bafio maria a 100°C por 5 minutos, luego se
dejaron enfriar las soluciones en un bafio maria con huelo por 5 minutos. Se agreg6 2,5 mL de agua
destilada a cada solucion patrén y se sometieron a proceso de agitacion. Finalmente, se registro las
medidas de absorbancias para cada muestra de solucion patron en un espectrofotometro a una
longitud de onda 540 nm y se construyo la curva de calibracion (Apéndice C). Todas las

mediciones fueron realizadas por triplicado técnico (Nufiez et al., 2012).
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4.3.3 Cuantificacion de azucares reductores totales

Se pes6d 1 mg de muestra y se disolvio en 250 uL de agua tipo I. Se trabajo con los mismos
parametros anteriores: 250 puL de muestra, 250 pL de reactivo DNS y 2,5 mL de agua tipo | en un
tubo de ensayo. Se determino la concentracion de los azUcares reductores presentes en el extracto
de la raiz con la curva de calibracion expresada en microgramos por miligramos de muestra (Nufiéz
et al., 2012). Este procedimiento se realiz6 por triplicado para cada muestra.
4.4 Determinacion del contenido de proteinas en el extracto e hidrolizado de la raiz y del fruto

de la especie vegetal C. palmata

4.4.1 Preparacion del reactivo de Bradford
Se prepard el reactivo de Bradford con 100 mg de Coomassie Brilliant Blue G-250 y se
disolvieron en 50 mL de Etanol al 95% (v/v). Se agregaron 100 mL del acido fosférico al 85%

(v/v), y se llevo a un volumen final de 1 L con agua destilada.

4.4.2 Preparacion de la curva patron de Albumina de suero bovino (BSA)

Se prepararon las soluciones de los patrones de una solucién de trabajo de BSA (0,1 mg/mL), y
se completaron los volimenes con una solucion Buffer fosfato (0,1 M, pH 7) (Apéndice E) y se
agrego 2500 pL de reactivo de Bradford. El blanco consistio en 250 pL de Buffer fosfato (0,1, pH
7) y 2500 pL de reactivo de Bradford. Finalmente, se registrd la absorbancia para cada muestra de
solucidn patrdn en un espectrofotometro a una longitud de onda 595 nm y se construyo6 la curva de

calibracion (Apéndice F) (Kruger, 2009).

4.4.3 Cuantificacion de proteinas
Se pesd 1 mg de muestra y se disolvio en 250 uL de Buffer fosfato, y se trabajo con los mismos
parametros anteriores: 250 pLL de muestra y 2500 pL de reactivo de Bradford en un tubo de ensayo.

Se determind la concentracion de proteinas presentes en el extracto de la raiz con la curva de



PRODUCCION DE PHA a1

calibracion expresado en microgramos por miligramos de muestra fresca (Kruger, 2009). Este

procedimiento se realizo por triplicado para cada muestra.

Etapa 2: Obtencidn de biomasa microbiana y acumulacion de PHA bacteriano

4.5 Preparacion de medio de cultivo de crecimiento del microorganismo

La colonia de bacterias PHA positiva a trabajar fueron aisladas de muestras de suelo himedo,
cerca de arboles de gran tamafio y de caracteristica no arcillosa en el departamento de Santander
(actualmente en proceso de identificacion por secuenciacion del gen 16S ribosomal). Este aislado
bacteriano se repicé en un medio de cultivo sélido Luria Bertani (LB), el cual fue preparado
utilizando agua tipo I, a un pH de 7 a 7,2, calentando hasta ebullicion para completar la
homogenizacion y se esterilizaron en autoclave. Posteriormente, se agregaron a cajas Petri,
dejandolas enfriar y solidificar. Finalmente, se sembraron por agotamiento de estria con un asa
bacterioldgica y se incubaron a 29,5 °C por 72 h. Después, se verifico que no hubiera ningln tipo
de contaminacion. Los experimentos con microorganismos se llevaron a cabo en una cabina de
flujo laminar con esterilizacion UV para tener un ambiente libre de contaminacion con extra de

filtracion absoluta.

4.6 Preparacion de medio de cultivo de activacion

Teniendo en cuenta las instrucciones que plantea Arcos et al., (2004), se preparé un medio de
activacion para el aislado bacteriano PHA positivo a trabajar, en nuestro estudio, asignado con
codigo CO1. El medio de cultivo de activacion contenia peptona 17 g/L, glucosa 2g/L, NaCl 5 g/L
y KoHPO4 2,5 g/L. Estos compuestos se pesaron en un vial de vidrio con tapa, seguida de su
esterilizacion en una autoclave (JP Inglobal, JPA40LH/DE/220V 60Hz/40L, Colombia). Al
finalizar la esterilizacion, se dejo enfriar a temperatura ambiente y se agrego una colonia de bacteria

CO01 con un asa bacteriologica desde el medio solido LB al medio liquido de activacion. Este vial
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se dejd incubar por 24 h a 29,5 °C y 150 rpm (Arroyave et al., 2013). Posterior a este tiempo, se
cuantifico la concentracion del indculo a agregar al medio de fermentacion mediante la escala de
McFarland (McFarland, 1907), la cual fue basada comparando la turbidez de las diferentes
disoluciones de BaCl, y H.SO4 midiendo su absorbancia a 595 nm (Apéndice H). Pasadas las 24
horas, se agregd 200 uL del medio de cultivo de activacién (blanco) y 200 uL de indculo que
contenia los microorganismos de estudio, en una placa de 96 pozos de fondo plano midiendo en un
espectrofotometro a una absorbancia de 595 nm, donde la absorbancia obtenida por las colonias
bacterianas activas se les restd el valor dado por el medio de cultivo de activacion sin colonias
bacterianas (blanco) para asi obtener densidad Optica absoluta. Posteriormente, se prepararon las
disoluciones respectivas con agua tipo | y estéril hasta obtener una concentracién cercana a la escala
de 2 McFarland, el cual es equivalente a una concentracion celular de 6 x 108 unidades formadoras

de colonias por unidad de volumen en mL (UFC/mL) (Arcos et al., 2004).

4.7 Fermentacion bacteriana
4.7.1 Preparacion de medio de cultivo liquido minimo en sales (MSM)

Se pesaron en un Erlenmeyer de 250 mL las respectivas sales y reactivos que contiene el medio
de cultivo minimo de sales (1,0 g/L (NH4)SO4, 1,5 g/L KH2PO4, 9 g/L Na;HPO4, 0,2 g/L
MgS0..7H20, 1 mL/L de solucion de metales(FeSO4.7H20, ZnS04.7H20, MnS04.5H20,
CaCl,.2H20, CuS04.5H,0), y 10 g/L de la fuente de carbono (extracto e hidrolizado de la raiz y
fruto de la especie vegetal C. palmata). Se agregd 100 mL de agua tipo | se calentd en una plancha
de calentamiento para homogenizar y en agitacion, y finalmente se esterilizo en una autoclave (JP
Inglobal, JPA40LH/DE/220V 60Hz/40L, Colombia).

Después de enfriar los medios de cultivo MSM, se les agreg6 1 mL del medio activador

preparado y ajustado a 2 McFarland anteriormente, a cada 100 mL de medio de cultivo liquido
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contenido en un Erlenmeyer de 250 mL, este se dejé incubar durante 72 horas a 29,5 °C y 150 rpm

en una Shaker incubadora (JP inglobal, Orbital Digital JPSHID40, Colombia) (Riedel et al., 2015).

4.7.2 Curva de crecimiento del microorganismo utilizando glucosa, extracto e hidrolizado de
raiz y fruto de la especie vegetal C. palmata

Se determind el crecimiento del aislado bacteriano PHA positivo (codigo C01) con las diferentes
fuentes de carbono a trabajar, cada 4, 8, 24, 48, 56 y 72 horas de fermentacion bacteriana, tomando
alicuotas de 200 uL en una microplaca de 96 pozos (fondo plano), en cada punto de tiempo y
midiendo la densidad dptica (a 595 nm) en un lector de microplacas Multiskan go (Thermo Fischer

Scientific, Vantaa-Helsinky, Finlandia) (Riedel et al., 2015).

4.8 Obtencion de la biomasa

Terminadas las 72 horas de fermentacion, se procedi6 a separar la biomasa del medio de cultivo.
Para ello, se traspasé cada muestra a tubos Falcon de 50 mL y se procedio a centrifugar durante 10
minutos a 6000 rpm. Después, se retird el sobrenadante y la biomasa obtenida fue separada y
resuspendida con agua tipo I, para luego, centrifugar nuevamente. Este procedimiento se repitio
tres veces. El pellet bacteriano obtenido fue transferido a un tubo Falcén de 15 mL, previamente
pesado para tener el total de la biomasa obtenida por cada 100 mL de medio de cultivo de minimo
de sales en fermentacion. Se almacend la biomasa en el congelador a una temperatura de -20°C
hasta su posterior analisis (Riedel et al., 2015).

Adicional, se tomd 100 mg de biomasa que se agrego a una caja Petri de 30 mm previamente
pesada, donde se dejé secar la biomasa por 24 horas en un horno a 60 °C. Pasado este tiempo, la
muestra se retird del horno y se colocé en un desecador hasta temperatura ambiente. El

procedimiento anterior se realiz6 por triplicado.
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Etapa 3: Identificacion y cuantificacion del tipo de monomero (s) del PHA producido como
producto de la fermentacién microbiana

Para la cuantificacion del PHB se realizé mediante una curva de calibracion utilizando un patrén
de acido 3-hidroxibutirico (Merck) empleando cloroformo como disolvente. Para el andlisis, fue
necesario derivatizar el patron, ajustando la metodologia reportada por Guillermo et al. (2020) y
Pravesh et al. (2019). Las variables de estudio para determinar las condiciones apropiadas de
reaccion fueron tiempo, temperatura y concentracion del acido en solucion de metanol, para
determinar los productos con mejoramiento de la eficiencia del andlisis, aumentando la

detectabilidad de los analitos.

4.9 Optimizacion de la reaccidn de derivatizacion en la determinacion de mondmero(s) de
polihidroxialcanoatos (PHA)
4.9.1 Optimizacion de la concentracion del acido como derivatizante [H*/MeOH]

Se inici6 la optimizacion variando la concentracion del derivatizante que contenia &cido
sulfarico y metanol, con concentraciones del 1, 3y 5 % (v/v) de H/MeOH. Brevemente, a 3 mg de
compuesto &cido 3-hidroxibutirico (Merck) se disolvié en 1 mL de cloroformo (99%) (Merck) y1
mL del agente derivatizante. La reaccion se llevo a cabo en un vial estdndar de vidrio de reaccion
G10, el cual se introdujo en el reactor de microondas (Monowave 200, Anton Para, Austria) por 5
minutos a 160 °C. Posteriormente, se adicion6 1 mL carbonato de sodio 6% (p/v), se retird la
solucion y se agregd 1 mL de carbonato de sodio 3% (p/v) para neutralizar el exceso de &cido
sulfurico. El tubo fue sometido a agitacion durante 10 minutos utilizando un agitador Vortex entre
cada ciclo de lavado, este procedimiento fue repetido 10 veces més. Luego, se descarto la fase
acuosa, y de la fase organica donde contiene el extracto de los productos generados de la reaccion,

se tomaron 50 pL y se adicionaron a 950 uL de cloroformo (grado analitico), se filtro la solucion
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resultante en un filtro PTFE (0,22 pum) y se transfirié a un vial &mbar (1,5 mL) para su posterior

analisis por GC/MS (Guilherme et al., 2020). Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.9.2 Optimizacion del tiempo de la reaccion de derivatizacion

Una vez determinada la concentracion mas apropiada del derivatizante a utilizar, se procedio a
evaluar el tiempo de reaccion siguiendo la metodologia descrita en la seccion anterior (Seccion
4.9.1), evaluando la reaccién a 3,5 y 7 minutos (con base en las recomendaciones del manual de
instrucciones del fabricante del equipo). Los experimentos se llevaron a cabo a una temperatura de
160 °C y utilizando el agente derivatizante a la concentracion determinada previamente. Todos los

ensayos se realizaron por triplicado.

4.9.3 Optimizacion de la temperatura de la reaccion de derivatizacion

Finalmente, determinada la concentracion del derivatizante y el tiempo méas apropiados, se
procedid a evaluar la temperatura de reaccion siguiendo la metodologia descrita en la Seccion 4.9.1,
evaluando la reaccion a 120, 140 y 160 °C (con base en las recomendaciones del manual de
instrucciones del fabricante del equipo) y utilizando las variables optimas determinadas

previamente. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

4.10 Analisis estadistico

Se realiz6 un analisis de varianza de un factor (ANOVA) para el analisis estadistico de datos
con el fin de determinar diferencias estadisticamente significativas entre los ensayos realizados,
con un nivel de confianza del 95%. Previo al andlisis de varianza, se verifico que los datos
cumplieran con los supuestos estadisticos (homocedasticidad y normalidad), por lo tanto, la prueba
de homogeneidad de varianzas (Levene’s test, p > 0,05) y prueba de distribucién normal de los
datos (Shapiro-Wilk) fueron aplicados. Aquellos casos que no cumplieron los supuestos

estadisticos, se aplicé transformacion logaritmica (log10) al conjunto de datos y se evaluaron los
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criterios nuevamente. Un andlisis de Kruskal-wallis fue aplicado para aquellos analisis que no
cumplieron las condiciones del método paramétrico. Los datos fueron analizados utilizando el
software Statgraphics Centurion18 (2010 StatPoint Technologies, Inc, Estados Unidos de Ameérica)

(Apéndice J).

4.11 Hidrolisis y derivatizacion del PHA bacteriano obtenido de la fermentacion

La metodologia reportada por Guillermo et al. (2020) y Pravesh et al. (2019) fue acondicionada
y utilizada para el andlisis del PHB obtenido. Brevemente, se pesé 100 mg de muestra de pellet
bacteriano en un tubo Falcon de 15 mL, se agreg6 1 mL de agua tipo I, se agito en el Vortex, luego
se colocd en bafio ultrasonico por 10 minutos a 25 °C. Posteriormente, se agregé 1 mL de
cloroformo (99%), se agit6 en el VVortex, luego se coloco en bafio ultrasonico por 10 minutos a 25
°C. Posteriormente, se centrifugd la muestra durante 10 minutos a 6000 rpm; lo que result6 en la
separacion de dos fases: la fase acuosa y la fase organica, y residuos celulares. Se elimind la fase
acuosa y la biomasa, y se recolectaron 600 pL de la fase orgéanica (que contenia el PHB extraido),
se transfirio a un vial estdndar de vidrio de reaccion G10, y se completd con 400 pL de cloroformo
(grado analitico). Luego, se afiadié 1 mL de derivatizante compuesto de acido sulfarico al 5% (v/v)
en metanol. La reaccion se llevd a cabo en un reactor de microondas (Monowave 200, Anton Para,
Austria) durante 7 minutos a 160 °C (segun las condiciones de reaccion determinadas en la Seccion
4.9). Pasada la reaccién, se agregd 1 mL carbonato de sodio 6% (p/v), se retird la solucion y se
agreg6 1 mL de carbonato de sodio 3% (p/v) para neutralizar el exceso de acido sulfarico. El tubo
fue sometido a agitacion durante 10 minutos utilizando un agitador Vortex entre cada ciclo de
lavado, repitiéndolo 10 veces. Finalmente, se agregdé 100 uL de la muestra derivatizada en un vial

de vidrio y 100 pL de cloroformo (99%), luego se tomo 50 uL de la muestra diluida y se agregé a
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un vial ambar (1,5 mL) que previamente contenia 950 uL de cloroformo (grado analitico), para su

posterior analisis por GC/MS (Guilherme et al., 2020 & Pravesh et al., 2019).

4.12 Caracterizacion y cuantificacion del biopolimero mediante GC/MS

Se realiz6 una curva de calibracidén usando como patron el acido 3-hidroxibutirico (99%, Merck)
empleando cloroformo (grado analitico) como disolvente. Se realizaron seis puntos con
concentraciones en el rango de 10 a 60 umol mL™.

El cromatdgrafo de gases usado fue 7890B de la marca Agilent Techologies con una columna
capilar apolar HP-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) acoplado a un espectrofotometro de masas
5977B de la misma marca; flujo de 1 mL min de helio (99% pureza), inyeccion de muestra 1 pL,
en modo splitless con una temperatura inicial de 35 °C y con una rampa de temperatura de 10
°C/min hasta llegar a 250 °C. Se utilizo el software Masshunter Qualitative Analysis (Version
B,07,00)x para el analisis quimico y los espectros de masas fueron comparados con los reportados
por la base de datos NIST MS Search para la identificacion quimica de PHB producido por el

asilado bacteriano C01 (Guilherme et al.,2020).

4.13 Caracterizacion del biopolimero por espectroscopia infrarroja con transformada de
fourier

Una pequefia cantidad de la muestra (~ 1 mg) fue ubicada en el médulo ATR (reflexion total
atenuada), en un espectrometro infrarrojo (JASCO FT/IR-4X, Jap6n) con un rango espectral de
4000-400 cm™* para el registro de los espectros IR e identificar las frecuencias que representan los

grupos funcionales caracteristicos del biopolimero.
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5. Resultados y discusion

5.1 Etapa 1. Obtencion de los extractos e hidrolizado de la raiz y fruto de la especie vegetal
C. palmata

La extraccion de la raiz produjo un extracto hidrosoluble seco de 3,054 g con rendimiento de
extraccion del 2,0%. Estos resultados estan influenciados por diversos factores, como la relacién
muestra vegetal/solvente, el método de preparacion, el tiempo y la temperatura de extraccion, asi
como las condiciones especificas de la muestra vegetal (Panca et al., 2019). En el proceso de la
hidrolisis de la raiz, cuyo proposito es romper enlaces quimicos especificos en el material vegetal
y liberar componentes de interés (Shirato et al., 2006), se obtuvo 3,688 g de extracto seco
(hidrolizado) a partir de la misma cantidad de muestra de raiz, con un rendimiento de extraccion
de 2,5%. Para el fruto, no se llevd a cabo ningun procedimiento adicional a la trituracion y

maceracion.

La hidrdlisis de los metabolitos de la raiz, como carbohidratos, proteinas, lipidos, &cidos
organicos, fitohormonas y compuestos fenolicos, entre otros. Cuando estas moléculas se
sometieron a hidrdlisis se descomponen en sus componentes mas simples. Por ejemplo, los
carbohidratos, se pudieron hidrolizar en azlcares mas simples como glucosa y fructosa; las
proteinas en aminoacidos; los lipidos en glicerol y &cidos grasos, y los &cidos organicos pudieron
liberar protones y iones asociados. Este proceso puede ser catalizado por enzimas especificas, que
aceleraron la reaccion de hidrolisis. La reaccion de hidrolisis es un proceso quimico en el que la
molécula se divide en dos 0 méas fragmentos mediante la adicion de una molécula de agua. Este
proceso implica la ruptura de un enlace quimico mediante la adicion de un ion hidroxilo (-OH) a
uno de los atomos de la molécula y un ion hidrégeno (H") al otro atomo. Por ejemplo, la hidrélisis

de una molécula de sacarosa (disacarido) en agua produce glucosa y fructosa como productos, esta
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reaccion es catalizado por la enzima sacarasa, que rompe el enlace glucosidico entre la glucosa y

la fructosa en la sacarosa (Sun et al., 2021 & Liu et al., 2022).

CH,OH CH,OH
O, cHoH (@)
H H 2200k HO H A CHOH O u
o - HO
HO\OH H H HO/CH,OH H HO\OH H/ OH * H HO/CH,OH
H OH OH H H OH OH H
sacarosa glusosa fructosa

Figura 4. Reaccion de la hidrdlisis de la sacarosa

El método colorimétrico del acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) se utilizé para medir azUcares con
propiedades reductoras generadas por la presencia de grupos carbdnicos (C=0) (Gusakov et al.,
2011). La determinacién de azucares reductores presentes en el extracto e hidrolizado de la raiz y
el fruto de la C. palmata se realiz6 mediante una curva de calibracion con estandar de glucosa, la
cual nos arrojo una ecuacion de la recta para la regresion y = 0,0039 x + 0,0629 y un coeficiente de
determinacion R? = 0,999 (Apéndice C), donde y es la absorbancia de la muestra y x es la
concentracion, y se determina despejando la variable de concentracion en funcion de la
absorbancia. Este valor cercano a 1 sugiere una relacion lineal entre la absorbancia y la
concentracion (variables), confirmando el grado de relacion entre las variables es alto (Skoog et
al., 1996). Los resultados obtenidos revelaron concentraciones de 339,6 + 0,2 ng/mg de azicares
reductores por muestra seca del extracto de la raiz, 158,7 + 0,7 ug/mg de aztcares reductores por
muestra seca en la hidrdlisis de laraiz y 27,44 + 0.4 pg/mg de azticares reductores por muestra seca
en el fruto. Lo anterior muestra que los sustratos que se usaron como fuentes de carbono contienen
una cantidad de azUcares reductores adecuados y aprovechables para la biosintesis de PHA por el

microorganismo (Martinez, 2018).
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El método Bradford se utilizé para medir proteinas presentes en el extracto e hidrolizado de la
raiz y fruto de la C. palmata, mediante la curva de calibracién con estandar de BSA con una
ecuacion de la recta para la regresion y = 0,0254 x + 0,6948 y el coeficiente de determinacion R? =
0,9956 (Apéndice F). Los resultados obtenidos revelaron concentraciones de 1,22 + 0,01 pg/mg
de proteinas por muestra seca del extracto de la raiz, 1,04 = 0,9 pg/mg de proteinas por muestra
seca en la hidrolisis de la raiz y 2,03 = 0,01 ug/mg de proteinas por muestra seca del fruto. Lo
anterior muestra que los sustratos contienen proteinas que pueden servir como fuente de nitrégeno
y otros nutrientes esenciales para el microorganismo durante la fermentacién (Wang et al., 2023).
Por lo tanto, conocer la composicion de azucares y proteinas en las muestras proporciond
informacién crucial sobre la disponibilidad de nutrientes en el medio de fermentacion, lo que

permite optimizar las condiciones para una produccion eficiente de PHB.

5.2 Etapa 2. Obtencion de biomasa bacteriana y acumulacién de PHA

Como la fuente de carbono comparte la mayor parte del presupuesto de la fermentacion
microbiana, es inevitable identificar la mejor fuente de carbono para mejorar la eficiencia del
proceso de fermentacion. En este estudio, se examinaron varias fuentes de carbono (extracto e
hidrolizado de la raiz y fruto de la especie vegetal C. palmata) para mejorar la produccién de PHB.
Estos fueron comparados con la curva de crecimiento del microorganismo utilizando glucosa como
fuente de carbono (control de crecimiento). La glucosa potencia el crecimiento de los
microorganismos y su actividad metabdlica durante los procesos de fermentacion, debido a su
eficiencia y disponibilidad como sustrato natural (Sanchez et al., 2002). Se observo que todas las
fuentes de carbono utilizadas generaron crecimiento por el aislado bacteriano PHA positivo (codigo
C01), con la glucosa como control de crecimiento representando un porcentaje de crecimiento del

100%, se obtuvo que el fruto proporciono el mejor crecimiento, alcanzando un 95%, seguido por
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el hidrolizado con un 93% y en ultimo lugar, el extracto, con un porcentaje de crecimiento del 86%.

Estos porcentajes de crecimiento fueron presuntivos con las absorbancias medidas (Apéndice 1).

Estos resultados evidencian la capacidad del asilado bacteriano (cédigo C01) para metabolizar
los compuestos hidrocarbonados presentes en los sustratos evaluados en el proceso de la
fermentacion, proporcionando suficiente carbono y energia para la sintesis de PHB. Ademas, el
equilibrio adecuado entre azucares y proteinas en el medio de fermentacion es esencial para
maximizar la produccién de PHB. Idealmente, estas fuentes de carbono son econdémicamente
viables y facilmente disponibles en grandes cantidades. Esto ayuda a reducir los costos de
produccién y hace que el proceso sea mas rentable a escala industrial, conduciendo a una alta

produccién de PHB por sustrato consumido (Andler et al., 2024).

Figura 5. Curvas de crecimiento del aislado bacteriano CO1 con extracto e hidrolizado de la raiz y
el fruto de la especie vegetal C. palmata durante la fermentacion en un medio de cultivo minimo
en sales durante 72 h
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5.3 Etapa 3. Identificacion y cuantificacion de PHB
5.3.1 Evaluacién de las condiciones establecidas de la reaccion de derivatizacion

Los resultados de los perfiles cromatograficos indicaron que la reaccion de derivatizacion con
las condiciones apropiadas fueron con una concentracion del 5% (v/v) de &cido sulfarico en
metanol, con un tiempo y temperatura de reaccion de 7 minutos a 160 °C (Figura 6). Para esta
determinacion, se analizaron las intensidades y las areas de las tres sefiales de los productos
relevantes de la reaccion en el perfil cromatografico (Apéndice J). Ademas, se llevd a cabo un
analisis de varianza de una via (ANOVA) al conjunto de datos y este andlisis arrojé un valor-P
menor que 0,05, lo que indica una diferencia estadisticamente significativa entre las desviaciones

estandar, con un nivel del 95,0% de confianza (Apéndice K).

En la Figura 7 se muestran los compuestos identificados como productos de la reaccion de
derivatizacion del &cido 3-hidroxibutitico. El primer compuesto (1) identificado con una similitud
(score) segun la base de datos (NIST MS Program) de 61,1%, es el (E)-2-butenoato de metilo (tr =
1,928 min), también llamado metil crotonato es un compuesto organico sintético, monémero en la
sintesis de biopolimeros y copolimeros para la fabricacion de materiales plasticos, adhesivos y
recubrimientos (Lucrezi et al., 2014). Se forma tipicamente a través de una deshidratacion
intramolecular del acido B-hidroxibutirico. Esta deshidratacién es una reaccion quimica en la que
se elimina una molécula de agua de una molécula de acido acido B-hidroxibutirico, produciendo el
acido crotonico. La reaccion suele llevarse a cabo en presencia de un agente deshidratante, como
el &cido sulfarico y se puede catalizar mediante calor (Carey et al., 2013). En su espectro de masas
se identifica su masa del ion molecular m/z 100, esta masa concuerda bien con la formula molecular
del compuesto identificado, y el fragmento m/z 69 ion pico base (-C4sHsO™), que pudo ser formado

a partir del ion molecular, debido a la pérdida de un fragmento (-CH3O").



PRODUCCION DE PHA 53

El segundo compuesto (2) identificado con una similitud (score) segun la base de datos (NIST
MS Program) de 91,1%, es el (R/S)-metil-3-hidroxibutirato (tr = 2,997 min), también llamado 3-
hidroxibutirato de metilo, pertenece a la familia de ésteres de hidroxialcanoatos, capaz de ser
polimerizado mediante procesos biotecnolégicos para formar polihidroxialcanoatos (PHA). Es
utilizado como componente reactivo en la formacion de enlaces quimicos en polimeros, también
es un metabolito importante en el metabolismo de los lipidos y carbohidratos, componente clave
de la cetosis, donde el cuerpo utiliza cetonas como el B-hidroxibutirato como fuente de energia
alternativa de la glucosa (Otero et al., 2013). En su espectro de masas se identifica su masa del ion
molecular m/z 118, esta masa concuerda bien con la formula molecular del compuesto identificado,
y el fragmento m/z 43 ion pico base (-C2H3z0") que pudo ser formado a partir del ion molecular,

debido a la pérdida de un fragmento (-CsHsO2").

El tercer compuesto (3) identificado con una similitud (score) segun la base de datos (NIST MS
Program) de 96,9%, es el acido (R)-3-hidroxibutirico, éter metilico, éster metilico (tr = 3,461 min)
o también Ilamado, 3-metoxibutanoato de metilo, es un monémero en la sintesis de polimeros, su
grupo éster (-COOCH3) y su grupo metoxi (-OCHz) en su estructura lo hacen 0til para la
polimerizacion y formacion de polimeros con propiedades especificas para la industria de
materiales, recubrimientos, adhesivos, dispositivos biomédicos, entre otros (Fuchtenbusch et al.,
1996). En su espectro de masas se identifica su masa del ion molecular m/z 132, esta masa
concuerda bien con la formula molecular del compuesto identificado, y el fragmento m/z 59 ion
pico base (-C2H30") que pudo ser formado a partir del ion molecular, debido a la pérdida de un

fragmento (-C4HgqO3").

Se determinaron que las sefiales correspondientes al (R/S)-metil-3-hidroxibutirato y al 3-

metoxibutanoato de metilo presentan la mayor intensidad, planteando como una posible hipotesis
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la presencia mayoritaria en los biopolimeros extraidos con las fuentes de carbono de trabajo. Los
compuestos presentes se identificaron presuntivamente con la informacion complementaria
obtenida de los espectros de masas reportados en la literatura, usando las bases de datos espectrales

(NIST) (Apéndice L). Dando en grado de similitud (coincidencia >80%) con el ion molecular y el

pico base.

Figura 6. Perfil cromatogréfico obtenido de la reaccion de derivatizacion del patron &cido 3-
hidroxibutirico con condiciones de 5% (v/v) H*/MeOH durante 7 minutos a 160 °C
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Figura 7. Espectros de masas de los productos de la reaccién de derivatizacion identificados en el
perfil cromatogréfico
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5.3.2 Cuantificacion de PHB producido por la bacteria PHA positiva utilizando la raiz y el

fruto como fuente de carbono

Una vez determinadas las condiciones favorables para la derivatizacion del &cido 3-

hidroxibutirico e identificacion de los productos generados, se procedié a cuantificar el PHB

presente en cada muestra de extracto e hidrolizado de la raiz y fruto de la especie vegetal C. palmata

por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC/MS) empleando una curva de

calibracién (umol mL™) del 4cido 3-hidroxibutirico, con un R? = 0,9903 y una ecuacion de la recta

y = 15872 x + 27755 (Apéndice M). Es importante destacar que la técnica de GC/MS no es una

técnica para una cuantificacién precisa de compuestos en una muestra. Sin embargo, al combinarla
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con técnicas de preparacion de muestras adecuadas y calibracion cuidadosa, la técnica es véalida
para mejorar la precision y exactitud de mediciones cuantitativas. Algunos estudios, dan validacion
de la posibilidad de resultados cuantitativos precisos y confiables mediante el uso de estrategias
adecuadas, junto con la optimizacion de las condiciones de cromatografia, para lograr mediciones
cuantitativas precisas. Aun asi, con sus limitaciones, se logré obtener una curva de calibracion
precisa y con ello su cuantificacion del PHB (Smith et al., 2018 & Zhang et al., 2019). Los
resultados para las concentraciones utilizadas en micromoles por mililitros (umol mL™) para la

curva de calibracion para el cido 3-hidroxibutirico se muestran en el Apéndice K.

Tabla 2. Porcentaje de &cido 3-hidroxibutirico (PHB) presente en los extractos de biopolimero
para cada fuente de carbono

Concentracion de 3PHB

Muestra Repl"ca Reg"ca Reg”ca Resultado pmol 3HB /mg  %Acumulacion [gL?]
[nmol mL™?] muestra seca de PHB
(<x> % Ax) (<x> =+ Ax)
Glucosa 13,88 13,71 13,60 13,73+£0,14 5,56 £ 0,11 57,8 4,35 @
Extracto 7,71 7,99 8,14 7,95 0,22 2,62 0,12 27,3 1,72©
de raiz
Hidrélisi 5,41 5,84 5,47 5,57+0,23 254 +£0,22 26,4 1,89 ©
s de raiz
Fruto 6,08 9,49 8,00 7,86 £ 1,70 3,30 £ 0,69 34,4 2,83 ®

Los valores (a) y (b) representan diferencias estadisticamente significativas con los demas datos, mientras los valores (c) no existen diferencias estadisticamente
significativas
Al analizar la Tabla 2, se observé que la glucosa es una fuente de carbono altamente eficaz en
comparacion con las otras fuentes de carbono menos simples, provenientes de manera natural y
renovable, como lo es la especie vegetal C. palmata. La glucosa ha demostrado ser una fuente de
carbono con alto indice de produccion de PHB con diversos microorganismos (Seccion 2.5, Tabla
1). Se logré una acumulacion de PHB del 57,8% utilizando glucosa bajo las condiciones

establecidas en la fermentacion, derivatizacion y cuantificacion. De lo anterior, se determino que

el asilado bacteriano C01 acumulé PHB en presencia del extracto e hidrolizado de la raiz y el fruto
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de la C. palmata, obteniendo concentraciones de 1,72 g L™ con laraiz, 1,89 g L™ con el hidrolizado
y 2,83 g L con el fruto. Por lo tanto, las fuentes de carbono de la raiz y el fruto fueron capaces de
servir como fuente de carbono para la produccién de PHB por el microorganismo. El contenido de
PHB con respecto al peso seco celular (la diferencia de peso corresponde a 30% humedad y 70%
seco) fue de 27,3% con el extracto de raiz, 26,4% con el hidrolizado de raiz y 34,4% con el fruto.
Segun el efecto de las diferentes fuentes de carbono, el fruto acumulé el mayor PHB en un rango
comparativo con la glucosa. Este resultado se ve relacionado con el crecimiento en la fermentacion,

ya que el fruto también es el de mayor porcentaje de crecimiento.

También, se confirma que las condiciones seleccionadas en la derivatizacion sirvieron para
cuantificar y obtener la acumulacion de PHB usando GC/MS mostraron las sefiales relevantes
identificadas. Un porcentaje alto indica una mayor eficiencia en la conversion de la materia prima
en el biopolimero deseado. Esto evidencia que en los extractos de biopolimero para cada fuente de
carbono es una materia prima ideal para produccion de biopolimeros a partir de fuentes naturales,
que evita impactos negativos sobre el medio ambiente, minimiza el costo total de fabricacion y es
bioquimicamente rico en carbono. Es decir, que estos sustratos son sostenibles y pueden convertirse
en fuentes de carbono apropiadas. Sin embargo, se debe mejorar su eficiencia de produccién,
recuperacion y purificacion para aumentar la concentracion obtenida. Para determinar si existieron
diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos, un analisis de varianza de una via
(ANOVA) fue aplicado al conjunto de datos, determinando que la produccion de PHB fue mayor
(y estadisticamente significativo) al utilizar glucosa como fuente de carbono, seguido por el fruto

y finalmente, los extractos de raiz (p<0,05), como se indica en la Tabla 3 (Apéndice O).

Estudios anteriores (Tabla 1, Seccién 2.5) de Otero-Ramirez et al.,2013 obtuvo un biopolimero

recuperado entre 0,01 g L a 0,88 g L desde bacterias provenientes de muestras de suelo del
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departamento de Narifio. Orita et al.,2022 trabajaron con varias cepas bacterianas determinando
que con glucosa como fuente de carbono oscila entre 60,8% a 67,2% de contenido de PHB en
porcentaje de acumulacion en peso. Pereira et al.,2021 obtuvieron PHA mediante P. chlororaphis
con residuos de pulpa de fruta con un contenido de 49,25% de acumulacion en peso. Con respecto
a nuestro aislado bacteriano C01, se logro obtener una mejor produccién con las fuentes de carbono
de estudio (Tabla 2), relacionando con los valores de raiz y fruto, tienen una capacidad
significativa para la produccion de PHB en la bacteria, sin embargo, la eficiencia y la cantidad de
PHB producido pueden varias dependiendo del microrganismo, las condiciones de cultivo, entre
otros. Teniendo en cuenta que el método de fermentacion implementado (lote), condiciones de
extraccion y cuantificacion del PHB fueron dptimos, es posible conjeturar posteriores estudios a
una escala mayor e identificar que compuestos contienen las fuentes de carbono que generan
buenos rendimientos en la biosintesis del biopolimero. Ademas, la demanda de materiales
sostenibles motiva el desarrollo de microorganismos capaces de sintetizar biopolimeros a partir de

sustratos renovables.

5.3.3 Caracterizacion del biopolimero por espectroscopia infrarroja por transformada de
Fourier (FTIR)

El polimero PHB extraido del aislado bacteriano (c6digo C01) usando glucosa Yy el fruto de la
palma de iraca como fuente de carbono, se caracterizd utilizando espectros IR (Figura 8). Los
espectros IR del PHB producido mostraron bandas caracteristicas en 1273 y 1718 cm™,
correspondientes a rotaciones especificas alrededor de los atomos de carbono para el estiramiento
—CH y C=0 del grupo éster presente en la cadena molecular. Las bandas en 975y 1052 cm™ indican
la presencia de estiramiento de CO. Ademas, las bandas de absorcion en 2974 y 2926 cm™ se deben

a las vibraciones de estiramiento de C-H de los grupos metilo(-CHs) y metileno (-CH>), también la



PRODUCCION DE PHA 59

banda 3437 cm es caracteristico de las vibraciones de estiramiento y deformacion de los grupos
—OH terminales, lo que confirma la formacion de PHB (Gahlawat & Soni, 2019; Kansiz et al.,
2000). Estas sefiales observadas se alinean con las reportadas previamente por Andler et al.,2023.
Estos resultados se confirmaron con una comparacion de un espectro de IR de la base de datos
Wiley Online Library con una similitud de 75%. Sin embargo, es importante tener en cuenta que
estas frecuencias pueden variar ligeramente dependiendo de factores como la morfologia del

material, su grado de cristalinidad y las condiciones de medicién.

Figura 8. Espectro de FTIR del biopolimero obtenido utilizando glucosa y el fruto de la especie
vegetal C. palmata como fuente de carbono
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6. Conclusiones

El extracto e hidrolizado de la raiz y el fruto de la especie vegetal Cardulovica palmata (palma
de iraca) fueron fuentes de carbono aprovechables por el microorganismo de estudio (codigo C01)
para la produccion de PHB, siendo un sustrato econdémico y respetuoso con el medio ambiente con
un rico contenido de carbono en forma de azlcares y otros componentes nutricionales como
proteinas, con concentraciones de azlcares para el extracto de 339,6 + 0,2 pg/mg, para el
hidrolizado de 158,7 + 0,7 pg/mg y para el fruto de 27,44 + 0,4 pg/mg de azucares reductores por
muestra seca; y concentraciones de proteinas para el extracto de 1,22 + 0,01 pg/mg, para el

hidrolizado de 1,04 £+ 0,9 pg/mg y para el fruto de 2,03 + 0,01 pg/mg de proteinas por muestra seca.

Se establecieron variables para la derivatizacién de la reaccion del &cido 3-hidroxibutirico
mediante GC/MS, y se determiné que las mejores condiciones fueron una concentracion de
H*/MeOH del 5%(v/v) durante 7 minutos a 160°C en un reactor de microondas. La raiz y el fruto
de la palma de iraca fueron fuentes de carbono aprovechables por el microorganismo para el cual,
se obtuvo una concentracion de PHB del 4,35 g/L con glucosa, 1,72 g/L con el extracto de raiz,
1,89 g/L con el hidrolizado y 2,83 g/L con el fruto. Si bien con el fruto se logré obtener una
produccion ligeramente mayor de PHB, todos los sustratos representan una alternativa rentable que

puede ayudar en la transicion hacia los pléasticos biodegradables.
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Apéndice B. Soluciones patron para la preparacion de la curva de calibracién del método DNS
para determinar contenido de azlcares reductores

Solucién Glucosa (uL) Agua destilada (nL) Reactivo DNS (uL)
patron
Blanco - 250 250
1 10 240 250
2 25 225 250
3 50 200 250
4 100 150 250
5 150 100 250
6 200 50 250
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Apéndice C. Curva de calibracion método DNS

Absorbancia (540 nm)
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Apéndice D. Absorbancias de las soluciones patrones obtenidas para la curva de calibracion del

método DNS
Concentracion (ng/mL) Absorbancia (540 nm)
20 0,109
50 0,258
100 0,484
200 0,832
300 1,214
400 1,628
500 1,975

y=0,0039x + 0,0629
R?=0,999

Apéndice E. Soluciones patrén para la preparacion de la curva de calibracion del método Bradford
para determinar contenido de proteinas

Solucién Solucién BSA [0,1 Solucién Buffer fosfato (0,1 Reactivo Bradford (uL)
patron mg/mL] (uL) M, pH 7) (uL)
Blanco - 250 2500
1 10 240 2500
2 25 225 2500
3 50 200 2500
4 100 150 2500
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Apeéndice F. Curva de calibracion método Bradford
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Apéndice G. Absorbancias de las soluciones patrones obtenidas para la curva de calibracién del

método Bradford

Concentracion (ng/mL)

Absorbancia (595 nm)

1 0,709
2,5 0,749
5 0,822
10 0,97
15 1,085
20 1,216
25 1,307

y=0,0254x + 0,6948
R?=0,9956

Apéndice H. Escala de soluciones de MacFarland y curva de McFarland
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Patron BaCl, 1% H.SO41% UFC (x108 mL"
(mL) (mL) !
1 0,1 9,9 3,0
2 0,2 9,8 6,0
3 0,3 9,7 9,0
4 0,4 9,6 12,0
5 0,5 9,5 15,0
6 0,6 9,4 18,0
7 0,7 9,3 21,0
8 0,8 9,2 24,0

Densidad optica (595 nm)

034

y=0,0751x +0,0414
R*=0,9991

=

82

T T T T
05 Lo L5 20
UFC/mL

Apéndice I. Absorbancias de los ensayos con glucosa, extracto e hidrolizado de la raiz y fruto de
la especie vegetal Cardulovica palmata como fuentes de carbono para el crecimiento bacteriano
en la fermentacion durante 72 h

Absorbancias (595 nm)

Tiempo de Glucosa Extracto de la raiz Hidrdlisis de la raiz Fruto
fermentacion (h) (< x>+ Ax) (K X>=* AX) (< X>=* AX) (<x>=+AX)
0 0,0428 + 0,0012 0,0418 + 0,0019 0,065 + 0,0013 0,0789 £ 0,0013
4 0,1291 + 0,0037 0,1141 £ 0,0015 0,124 + 0,0262 0,1058 + 0,0262
6 0,1318 + 0,0047 0,1210 + 0,0045 0,1415 + 0,0542 0,1293 + 0,1438
12 0,3925 + 0,0002 0,3797 + 0,0129 0,4178 + 0,0654 0,3267 + 0,1907
24 0,4513 + 0,0041 0,3947 + 0,0073 0,4257 + 0,0245 0,4154 + 0,0415
36 0,5794 + 0,0092 0,5400 + 0,0113 0,5436 + 0,0415 0,6015 + 0,0312
48 0,5769 + 0,0072 0,5342 + 0,0074 0,5921 + 0,0312 0,6219 + 0,0486
72 0,6470 + 0,0078 0,5571 + 0,0069 0,6047 + 0,0521 0,6164 + 0,0512

Apéndice J. Areas y sefiales correspondientes del perfil cromatografico de la optimizacion de las
variables para la derivatizacion en la determinacién de monoémero(s) de polihidroxialcanoatos

(PHA)
Tiempo de retencion (tR) Area/nmol (< X >+ AX)
[H*/MeOH] 1% 3% 5%
1,928 47,871 £ 1,5056 25,102 £ 11,304 4805,68 + 6,4217
2,997 117,45 + 0,5839 21,543 £ 6,3165 3348,91 + 13,6806
3,461 193,72 + 2,2756 24,100 £ 6,3737 4102,45 + 10,0152
Tiempo (min) 3 5 7
1,928 18,688 + 2,375 59,991 + 5,703 205,99 £ 3,073
2,997 52,269 + 10,008 82,861 + 13,950 164,60 + 16,037
3,461 49,247 + 12,369 60,718 + 8,260 217,51 £ 15,312
Temperatura (°C) 120 140 160
1,928 112,06 + 1,350 14,555 + 1,542 29,972 + 3,073
2,997 75,514 + 2,955 8,387 £ 1,968 19,018 + 16,037
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3,461 101,81+ 0,083 9,874+ 0,823 30,835 + 15,312

Apéndice K. Andlisis estadistico

Analisis estadistico Variacion de concentracion del derivatizante [H*/MeOH)]

Andlisis de varianza de un factor;: ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 3,2239 x107 2 1,61195 x107 9 0,000
Intra grupos 1,07215 x108 6 178692
Total (Corr,) 3,33112 x106 8
Verificacion de varianza y de homogeneidad datos
Prueba Valor-P Prueba Comparacién
Levene’s 3,84754 0,0841 Homogeneidad de 1% X
datos 3% X
5% X
Verificacion de prueba de normalidad
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,8230 0,0372
Analisis estadistico Variacion de tiempo (min)
Anélisis estadistico de los datos analizados para el tiempo: ANOVA
Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 41527,0 2 20763,5 48,35 0,0002
Intra grupos 2576,49 6 429,416
Total (Corr,) 44103,5 8
Verificacion de varianza y de homogeneidad datos
Prueba Valor-P Prueba Comparacién
Levene’s 1,56985 0,2829  Homogeneidad de 3 X
datos 5 X

7 X




PRODUCCION DE PHA 84

Verificacion de prueba de normalidad

Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,8384 0,0555

Analisis estadistico Variacion de temperatura (°C)

Anadlisis estadistico de los datos analizados para el tiempo: ANOVA

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
Entre grupos 12439,6 2 20763,5 45,60 0,0002
Intra grupos 818,367 6 429,416
Total (Corr,) 13258,0 8
Verificacion de varianza y de homogeneidad datos
Prueba Valor-P Prueba Comparacién
Levene’s 4,7462 0,0581 Homogeneidad de 140 X
datos 160 X
120 X
Verificacion de prueba de normalidad
Prueba Estadistico Valor-P
Estadistico W de Shapiro-Wilk 0,9186 0,3813

Apéndice L. Areas totales promedio de los picos generados de la curva de calibracion para el acido
3-hidroxibutirico

Areas (cuentas)

Concentracion Réplica 1 Réplica 2 Réplica 3 Resultados (< x >+ Ax)
[nmol mL?]

10 1,63 x 10° 1,79 x 10° 1,30 x 10° 1,57 x 10° + 2,52 x 10*

20 3,08 x 10° 3,69 x 10° 3,39 x 10° 3,39 x 10° + 3,06 x 10*

30 5,08 x 10° 5,76 x 10° 5,40 x 10° 5,41 x 10° + 3,39 x 10*

40 8,80 x 10° 7,26 x 10° 6,96 x 10° 7,57 x 10°+£ 9,98 x 10*

50 7,89 x 10° 7,43 x 10° 9,08 x 10° 8,54 x 10* + 8,54 x 10*

60 1,00 x 10° 1,02 x 10° 8,35 x 10° 9,52 x 10°+ 1,02 x 10°
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Apéndice M. Curva de calibracion para el (S)-metil-3-hidroxibutirato

Areas (cuentas)

1,2x10° A
Loxio ]y =15872x + 27755 A
R?=0,9903 e
e
8,0x10° A T
e
.
5 ~
6.0x10° - Ny
I/
//
5 A

4.0x10° 4 S

<

-

// o
p
P
2,0x10° 4 S
L]
0.0 T T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 10 50 60 70

Conecentracion [uM mL™']

Apéndice N. Perfiles cromatogréaficos de la cuantificacion del extracto de la raiz, hidrolizado de la
raiz y fruto de la especie vegetal Cardulovica palmata (a) Extracto de la raiz, (b) Hidrdlisis de la

raiz y (c) Fruto
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Apeéndice O. Anélisis estadistico ANOVA para el %PHB en cada fuente de carbono

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razon-F Valor-P
Entre grupos 87,2817 3 29,0939 14,52 0,0013
Intra grupos 16,0312 8 2,0039
Total (Corr,) 103,3129 11

Prueba Valor-P Prueba Comparacion
Levene’s 5,2826 0,02664 Homogeneidad de G X
datos E X
H X
F X

En la prueba de homogeneidad representan que aquellos que tienen X alineada no existen diferencias estadisticamente significativas pero la X que no es alineada representa que tiene diferencias
estadisticamente significativas con los demas datos.

Apéndice P. Espectros de masas teoricos de los monomeros identificados (NIST) para la
identificacion tentativa

2-Butenoic acid, methyl ester, (E)-

Mass Spectrum

Relative Intensity




PRODUCCION DE PHA

Relative Intensity

(R)-3-hydroxybutyric acid, methyl ether, methyl ester

Mass Spectrum
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