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RESUMEN

TITULO
EVALUACION PRELIMINAR DE LA PRODUCCION DE
POLIHIROXIALCANOATOS (PHAS), A PARTIR DE SUBPRODUCTOS
GENERADOS EN LA REFINACION DEL ACEITE DE PALMA POR Wautersia
eutropha.

AUTORES
Serrano Galvis, Laura; Perea Villamil, J.Aide.

PALABRAS CLAVE
Polihidroxialcanoatos, Wautersia eutropha, bioplasticos, residuo graso.

DESCRIPCION

Es conocido el impacto ambiental generado por los plasticos provenientes del
petréleo, razén por la cual se estan buscando alternativas mas amigables con el
medio ambiente, mediante la obtencién de plasticos de origen biolégico, conocidos
como “bioplasticos” cuya principal caracteristica es su biodegradabilidad hasta
CO, y agua bajo condiciones aerobias y anaerobias. Dentro de los bioplasticos se
encuentran los polihidroxialcanoatos (PHAS) que despiertan un gran interés por su
similitud con plasticos obtenidos del petréleo (polipropileno,polietileno) y por la
utilizacion de subproductos de procesos agroindustriales, que ocasionan también
contaminacion del ambiente, como materias primas para su produccion,.

En este contexto, el presente trabajo de aplicacion propuso evaluar la produccion
de PHAs mediante un bioproceso que utiliza como sustrato el residuo sélido
proveniente de una trampa de grasa de una empresa refinadora de aceites de
origen vegetal y la cepa ATCC 17699 de Wautersia eutropha como biocatalizador.
Este microorganismo es reconocido en numerosos articulos cientificos como una
de las especies mas eficientes para la produccion de los polihidroxialcanoatos por
su versatilidad en el uso diversos de materiales organicos como fuente de
carbono. Los resultados obtenidos permitieron establecer que la materia prima
usada tiene un alto contenido de &cidos grasos libres (86%) que, a escala de
laboratorio es posible transformar en PHAs de alta pureza por accion de la cepa
Wautersia eutropha (Temperatura de incubacion 30 °C, agitacion 200rpm y 144
horas), alcanzando concentraciones hasta de 74% respecto a la biomasa
producida.
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SUMMARY

TITLE

PRELIMINARY EVALUATION OF POLYHYDROXYALKANOATE (PHASs)
PRODUCTION USING BYPRODUCTS FROM PALM OIL REFINING PROCESS
BY Wautersia eutropha.

AUTHORS
Serrano Galvis, Laura; Perea Villamil, J.Aide.

KEYWORDS
Polyhydroxyalkanoates, Wautersia eutropha, bioplastics, fatty residue.

DESCRIPTION

is known de environmental impact caused by plastics from oil, therefore scientific
are looking for new green alternatives like de production of bioplastics, that have
many advantages like be biodegradables unto CO, and water, by aerobic and
anaerobic conditions.

One of this bioplastics are called Polyhydroxyalkanoates (PHAS) that are a very
interesting alternative because they are similar to plastics from oil and could be
produced from byproducts of agro industrial process that are contaminants in the
environment.

This application work proposed the evaluation of PHAs production using a solid
residue from fatty tramp of refining palm oil plant and the ATCC 17699 Wautersia
eutropha, like biocatalyst.

This bacterium is avowed by many scientific works like one of the most efficient
species to produce PHAs from different carbonate raw materials.

The results showed that the solid fatty raw material has large amount of free fatty
acids (85%) that can be transformed into high quality PHAs, using ATCC 17699
(incubation temperature 30°C, shake 200rbm and 144hours), reaching almost 74%
of PHAs about biomass produced.

-14 -



1. INTRODUCCION

La refinaciébn de aceites genera diversos residuos liquidos y solidos que exigen
tratamientos fisico, quimicos y/o biolégicos para ser dispuestos al medio ambiente
con un minimo impacto y de acuerdo con una normatividad ambiental cada vez

mas exigente a nivel Nacional e Internacional. (Protocolo de Kioto, 1997).

La presion legal ejercida a las empresas generadoras de estos residuos, en este
caso a la industria dedicada a la refinacion de aceites vegetales, ha hecho que los
mayores esfuerzos se centralicen en el tratamiento de los residuos liquidos para
su posterior vertimiento cumpliendo con el decreto 1594 de 1984; mientras tanto,
la legislaciéon respecto a residuos solidos se enmarca basicamente en la Ley 9 de
1979 de la legislacion Colombiana, que declara de manera general y sin
especificaciones técnicas en su articulo 24: “Ningun establecimiento podra
almacenar a campo abierto o sin Proteccién las basuras provenientes de sus
instalaciones, sin previa autorizacion del Ministerio de Salud o la entidad
delegada” Y en su articulo 31: “Quienes produzcan basuras con caracteristicas
especiales, en los términos que sefiale el Ministerio de Salud, seran responsables
de su recoleccion, transporte y disposicion final”. Esta situacion y la preocupacion
constante de la industria por hacerse mas competitiva y sostenible han volcado
los esfuerzos en convertir estos “desechos” industriales en subproductos
aprovechables en actividades industriales paralelas como la produccién de
alimentos animales, jabones, reactivos industriales, fertilizantes o como material

crudo alternativo para la produccion de biodiesel (Haslenda et al, 2011).

Una de las alternativas que ha generado mayor interés es la posibilidad de
produccion de bioplasticos a partir de desechos industriales de aceites y grasas.
Estos bioplasticos conocidos como Polihidroxialcanoatos (PHAS), son producidos
de manera natural por algunas plantas y bacterias, y su principal atractivo radica

en que poseen propiedades quimicas similares a las del polipropileno con la
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ventaja de ser completamente biodegradables, biocompatibles y producidos a
partir de recursos renovables como azlcares y acidos grasos (Mumtaz et al,
2010).

Actualmente, el alto consumo de plastico proveniente del petréleo por su
aplicacion en diversas industrias y los problemas causados por su lenta
degradacion, ha impulsado la investigacion y el desarrollo de otros materiales con
caracteristicas fisico-quimicas similares pero que poseen una degradacién mas

rapida en el medio natural y minimizan los efectos negativos (Oliveria et al, 2004).

Con base en lo anterior, en este trabajo se planted la siguiente hipotesis: “El
residuo solido generado en el proceso de refinacion de aceites constituye un
posible sustrato de bajo costo para la produccion microbioldgica de bioplasticos,
dandole un valor agregado a este subproducto”. Y como objetivo general:
“‘Determinar la viabilidad de la produccién de Polihidroxialcanoatos — PHAs — por
Wautersia eutropha a partir del residuo sélido generado en la trampa de grasas

principal en la planta de refinacion de aceites de Saceites S.A.
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2. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

Los triglicéridos vegetales son materias primas renovables cuyo uso para el 2004
se dividia en un 80% para alimentacion humana, 6% para alimentacion animal y
14% para la industria oleoquimica; actualmente es posible que éste ultimo
porcentaje sea aun mayor por el interés creciente de diversificar los usos de los
aceites y grasas animales dadas las circunstancias socio ambientales a las que se

enfrenta el mundo industrial.

Colombia, con un 37.7% de la produccion total de aceites vegetales en América
Latina, es el mayor productor de la region seguido de lejos por Ecuador (15.5%),
Costa Rica (10.0%), Brasil (8.4%) y Honduras (7.9%). Estos cinco paises
participaron con cerca del 80% de las 1.4 millones de toneladas de aceite que
produjo la regién. ElI consumo mundial de aceites y grasas en 2002, fue de 121
millones de toneladas, lo que significd un crecimiento anual promedio de 3.8% en
esos ultimos cinco afios. En América Latina especificamente, el crecimiento fue
de 4%. Colombia es el cuarto pais con mayor rendimiento de aceite de palma
crudo a nivel mundial (Tns./Ht) después de Costa Rica, Papua, Nueva Guinea y
Malasia y se destac6 también su aumento de productividad en el 2002 al aumentar
en un 35.8% mientras que Malasia tuvo un incremento de 13.6% e Indonesia

sufrié un descenso de 7.5%. (Gunstone et al, 2005; Vasco, 2010)

En Estados Unidos, Europa Occidental y especialmente Asia tienen amplios
desarrollos en la industria oleoquimica y producen acidos grasos, metil esteres,
alcoholes, aminas y glicerol a partir de aceites vegetales y grasas animales, los
cuales se convierten en materias primas de actividades industriales tan diversas
como la industria de la construccién, velas, agentes limpiadores, cosméticos,
detergentes, agentes de flotacion, tintas, insecticidas, tratamientos del cuero,

lubricantes, pinturas, pesticidas, productos farmacéuticos, plasticos, jabones,
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textiles y neumaticos. Adicionalmente, se han desarrollado otros usos, econémica
y ambientalmente mas atractivos, como la producciéon de surfactantes, bases
lubricantes y biodiesel. (Acuerdo regional de competitividad de la cadena
productiva de aceite de palma regional, zona central. Bucaramanga, 2001;
Gunstone et al, 2005). En Colombia por ejemplo, existen actualmente 6
compafiias dedicadas a la produccion de biodiesel a partir del aceite de palma,
logrando ingresar al mercado nacional de biocombustibles en mezclas del 5% y
10% con combustible fésil y con miras a llegar a una mezcla del 20% (Federacién

Nacional de Biocombustibles de Colombia, 2011) .

Dentro de los residuos generados en la transformacion de los aceites vegetales se
encuentran los 4cidos grasos provenientes de procesos de degradacion de los
aceites. Estos acidos grasos son sustratos potencialmente utiles en la produccién
de Polihidroxialcanoatos (PHAs) mediante su tratamiento con microorganismos, en

fermentacién en fase sélida y en fermentacion en fase liquida.

Los PHAs son compuestos generados naturalmente al interior de las células como
material de reserva cuando la disponibilidad de otros micronutrientes como el
nitrégeno y el fosforo son limitados en el medio en que se desarrollan. La
importancia de estos polihidroxialcanoatos radica en su potencialidad de
reemplazar los plasticos provenientes del petréleo con la gran ventaja de ser
completamente biodegradables hasta CO, y agua a través de mineralizacion
biolégica natural; son obtenidos de recursos naturales renovables, son menos
sensibles a la luz UV que el polipropileno y, entre muchas otras ventajas, son
menos permeables al oxigeno. Esta Udltima caracteristica los convierte en
materiales deseables para el almacenamiento de alimentos sensibles al oxigeno
que requeririan menor cantidad de antioxidantes dada la mayor proteccion que
ofrecerian los empaques producidos a partir de PHAs ( Salehizadeh et al, 2004;
Laycock et al 2012).
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En general, los PHAs estan conformados por varias repeticiones de un mismo
mondmero; se han encontrado cerca de 100 tipos diferentes de monoémeros
incorporados a los PHAS, los cuales incluyen unidades de hidroxialcanoatos que
van de 2-6 hidroxiacidos sustituidos con un amplio rango de grupos entre los
cuales se encuentran: Alquil, aril, alquenil, alojen, ciano, epoxi, eter, y grupos
acidos. Los granulos de PHAs en las bacterias fueron visualizados por primera vez
por el microbidlogo Francés Maurice Lemoigne en un cultivo de Bacillus
megaterium en 1926; desde entonces se ha encontrado una amplia variedad de
PHAs con diferentes propiedades en mas de 90 géneros de bacterias (Lemos et
al, 1998; Tecnopargue Colombia, 2010).

El PHA mejor caracterizado es el poly 3-hidroxibutirato (PHB) y sus copolimeros
pueden formarse a partir de la combinacion de diferentes materias primas,
formando polimeros que contienen monomeros de 3-hidroxivalerato (3HV) o 4-
hidroxibutirato (4HB). Los PHAs pueden ser de varios tipos: los de cadena corta,
cuyos mondmeros estan compuestos de 3-5 carbonos y son termoplasticos con un
alto grado de cristalizacion; los PHAs de cadena media estan constituidos por
mondmeros cuya longitud de cadena de entre 6-14 carbonos , pueden ser
alifdticos & aromaticos , poseen valiosas propiedades mecanicas, son
hidrofobicos, elasticos, poseen un bajo grado de cristalizacion (elastomeros
semicristalinos termoplasticos) y una baja temperatura de fusion; y una
combinacion de ambos tipos bajo condiciones controladas de laboratorio. La
produccion de estos diferentes tipos de PHAs esta determinada, tanto por la
fuente de carbono utilizada, como por algunas variables de procesamiento como el
pH vy el tipo de microorganismo utilizado (Reddy et al, 2003; Villano et al, 2010;
Sudesh et al, 2011).

Se han estudiado una gran variedad de sustratos para la produccion de PHAs

pues, actualmente, cerca del 80% del costo de produccion corresponde a la fuente
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de carbono utilizada, razén por la cual la busqueda de materiales econdmicos para

su produccion es necesaria para permitir su produccion industrial.

En los afios 80, la compafiia britanica “Imperial Chemical industries (ICl)”,
desarroll6 un proceso comercial no sélo para producir los poli (3HB), también para
producir un copolimero llamado poli-R-3-hidroxibutirato-co-R-3-hidorxivalerato, 6
poli (3HB-co-3HV); ambos fueron producidos bajo el nombre de Biopol e
inicialmente su funciébn era reemplazar los plasticos derivados del petréleo;
posteriormente, fueron amplidndose las perspectivas de uso, siendo una de las
principales el empleo de estos como materiales biomédicos (Williams et al,1996 en

Tecnoparque Colombia, 2010).

Actualmente hay varias empresas a nivel mundial dedicadas a la produccion de
PHAs como Kaneka en Japon, P&G Chemical, BP y Metabolix en Estados Unidos.
Kaneka y P&G Chemical se han unido para producir un producto llamado Nodax
(o también conocido como Nodak™) el cual es un PHA especializado, que hasta el
momento ha sido usado para producir fibras de plastico, y recipientes moldeados
como platos y vasos. Adicionalmente diversos investigadores pertenecientes a la
multinacional Monsanto desarrollaron plantas transgénicas que produjeron
satisfactoriamente copolimeros de PHBSV en plastidios de A. thaliana y B. napus.

Los copolimeros de 3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato (PHAS/V) vy el
homopolimero-3-hidroxibutirato (PHAS), son por el momento los dnicos
hidroxialcanoatos de origen bacteriano comercialmente viables y conocidos bajo la
marca “Biopol”’. Estos polimeros ademas de su biodegradabilidad poseen
propiedades fisicas y quimicas similares a los termoplasticos convencionales y se
pueden procesar usando las técnicas convencionales como extrusion, inyeccion
por moldeo y soplado; originalmente obtenido por ICl/Zeneca ahora hacen parte

del portafolio de productos de Monsanto (Tecnoparque Colombia 2010).
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Sin embargo, la produccion y comercializacion de los PHAs se ha visto limitada en
dos sentidos: en primer lugar, la habilidad de las bacterias para acumular el
polimero pues, a pesar de haberse identificado muchos géneros bacterianos con
la capacidad de produccion, los niveles de acumulacion en la mayoria de ellos es
muy baja; sin embargo, especies como Ralstonia eutropha (antes Alcaligenes
eutrophus), Alcaligenes latus, Pseudomonas oleovorans, Pseudomonas putida,
Escherichia coli recombinante y Azotobacter vinelandii han sido ampliamente
investigados. Por otro lado, los altos costos de las materias primas usadas para
la produccion de polihidroxialcanoatos (PHAS), en especial la fuente de carbono,
son la principal limitante en su aprovechamiento industrial (Vasco, 2012; Moreno
et al, 2005). Actualmente la materia prima mas econdmica empleada en la
produccion de PHAs tiene un costo de u$ 0,22/kg, en comparacion con el
polipropileno que tiene un costo de u$ 0,18 /kg; esta situacion, sumada a la
productividad, hacen que el valor comercial de los bioplasticos esté alrededor de
U$16/kg, mientras los plasticos derivados del petréleo tiene un costo de U$1/ kg
(Salehizadeh et al, 2004).

El aceite de palma es una fuente econdémica y viable para la produccién de PHAs
por su bajo costo y por la mezcla de acidos grasos que presenta, mas que los
acidos grasos purificados; aungue el uso de biologia molecular y de técnicas de
DNA recombinante son herramientas Uutiles para la produccion de PHAs
especificos, este tipo de metodologias incrementan el costo razén por la cual es

interesante manipular los métodos de fermentacion como el cultivo fed-batch.

El proceso ideal para la produccion de PHAs mejorando su calidad térmica y sus
propiedades mecanicas se ha obtenido a través de fermentaciones en 3 etapas: la
primera permite el crecimiento celular y la adaptacion al medio de cultivo; en la
segunda etapa, un gran densidad celular se alcanza controlando los sustratos de
alimentacion y en una etapa final se agrega la fuente de carbono que ayudara a la
produccion de PHAs de cadena media (Lépez-Cuellar et al, 2011). Un ejemplo de
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esta estrategia fue empleada por Pradella et al quien describe el proceso de
produccion de PHAs de cadena corta a partir de aceites de soya o de &cidos
grasos provenientes de aceites de palma, algodén, maiz, girasol o castor como
fuente de carbono. El proceso consiste en 4 etapas utilizando cepas de Wautersia
eutropha IPT026 o IPT027 y Burkholderia cepacia IPT048, 064, 066, 074, 110 o
189; obtuvo una conversion de masa de carbono a PHA de 0.6 Kg/Kg (Lopez-
Cuellar et al, 2011)

Wautersia eutropha (antes Ralstonia eutropha) es una bacteria gram negativa,
aerobica, quimioorganotrofa, capaz de acumular de 8 a 13 granulos con PHA en la
célula con un diametro que oscila entre 0,2 y 0,5 ym a partir de gran variedad de
fuentes de carbono. Estas inclusiones hidrofébicas, suspendidas en el citoplasma
celular, contienen de 5% a 10% de agua y se encuentran en estado amorfo; entre
los PHAS sintetizados por Wautersia eutropha, el Polyhidroxibutirato (PHBS) es el

mas estudiado por sus caracteristica similares al polipropileno.

Usando sustratos econdémicos como residuos agroindustriales (como sueros,
melazas, efluentes de molienda de palma de aceite) y aislando cepas con altos
porcentajes de acumulacion, la produccibn de PHAs puede hacerse mas
econdémica. Por esta razén, las investigaciones encaminadas a la generacién de
estos biopolimeros utilizando algunos residuos industriales como materias primas
son el gran reto. Aunque se han hecho varios ensayos utilizando residuos
liquidos, en algunos estudios se han aprovechado los residuos y subproductos
agroindustriales para realizar fermentaciones sobre sustrato soélido para la
produccion de PHAs (Castilho et al, 2009).

El residuo sélido generado en Saceites, que sera objeto del presente estudio,
proviene de la trampa de grasas principal y la trampa de grasas del efluente de la
produccion de margarina; este residuo se genera al retirar el material retenido por

las trampas y almacenarlo en su sitio de disposicion actual. Su composicion
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quimica muestra un contenido de grasa del 61% de los cuales un 76%
corresponde a acidos grasos libres, un contenido de carbono orgénico total del
24%, de nitrégeno del 0,91% y una concentracion de fésforo de 57ppm
(Laboratorio de gestion Ambiental Saceites S.A.) lo cual puede implicar una alta
concentracion de acidos grasos libres, con bajas concentraciones de nutrientes
esenciales como nitrégeno y fésforo y fuente de carbono en exceso, condiciones
compatibles con las necesidades reportadas en la bibliografia para la produccién
de PHAs por parte de los microorganismos (Sudech et al, 2000; Reddy et al,
2003; Mumtaz et al, 2010).

La determinacion de la viabilidad de producir PHAs a partir del residuo sélido de la
trampa de grasa seria un aporte significativo a la produccién a gran escala de
dichos bioplasticos, pues como ya se menciond, los altos costos de produccion

son una de las limitantes para su aprovechamiento.
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3. DESARROLLO EXPERIMENTAL

3.1 MATERIALES Y REACTIVOS

e Microorganismo

Se empled una cepa certificada de Wautersia eutropha ATCC 17699 obtenida de la
Coleccion Americana de Cultivos ATCC. La cepa en forma liofilizada se reactivo de
acuerdo con el protocolo recomendado por la ATCC y su conservacion se realizd

siguiendo la guia de criopreservacion de Frank P. Simione de la ATCC.

e Materia primay reactivos

Como sustrato para el proceso se empleo el residuo graso obtenido de la trampa
de grasa de la planta de produccion de C.l. Saceites S.A. Los demas reactivos y
solventes requeridos fueron obtenidos de Sigma-Aldrich (St. Louis, USA) y de

Merck (Darmstadt, Alemania).

e Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados para reactivar y reproducir la ATCC 17699 fueron:

o Caldo nutritivo de la casa comercial OXOID y sus componentes son:
Lab-Lemco Powder 1,0 g/L, extracto de levadura 2,0 g/L, peptona 5,0
g/L, cloruro de Sodio 5,0 g/L

o Agar nutritivo de la casa comercial OXOID y sus componentes son:

Lab-Lemco Powder 1,0 g/L, extracto de levadura 2,0 g/L, peptona 5,0
g/L, cloruro de Sodio 5,0 g/L, Agar-Agar 15g/L
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3.2 EQUIPOS

Para la ejecucion de procedimientos se emplearon los siguientes equipos:
incubadora ultravioleta SI-950 marca UVP (Upland, USA), autoclave de vapor No.
25X marca All American (Hempstead, USA), espectrofotomet.ro VIS Genesys 20
marca Thermo Spectronic (Rochester, USA), centrifuga Rotofix 32 marca Hettich
(Alemania), bafio termostatado, balanza analitica AB204-S Mettler-Toledo
(Schwerzenbach, Suiza), microscopio, espectrometro de gases con detector FID,

sonicador Ultrasonic LC 30H marca Elma.

3.3 PROCEDIMIENTOS
3.3.1 Andélisis preliminares

3.3.1.1 Caracterizacion de la materia prima

Para la caracterizacion de la materia prima se emplearon los siguientes métodos

de andlisis:

o Determinacion de Humedad: La determinacion de humedad se efectud
siguiendo el procedimiento de la NTC 287: 2002, para lo cual se pesaron 3 g
de muestra que se llevaron a una estufa a 105°C durante 4 horas, hasta peso
constante. Se dejé enfriar en un desecador y se calcul6 el porcentaje de
humedad por pérdida de peso. La muestra obtenida se utilizé para la

determinacion de grasa.

o Determinacion de Grasa: Se sigui6 el procedimiento de la A.O.A.C. 7.060/84
y 920.39/90 adaptados. Se tomaron 2 g de muestra seca y se extrajeron con
hexano en un extractor Soxhlet durante 2 horas, al cabo de las cuales se

removio el solvente para calcular el contenido de grasa.
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o Determinacion de nitr6geno: La determinacion de nitrégeno se efectud
siguiendo el método de Kjeldahl-Gunning-Arnold adaptado Griffin 1995: se
pesaron 0.5 g de muestra, se colocaron en un tubo Kjeldahl, se afiadié una
tableta de catalizador y 10 mL de acido sulfarico concentrado, se llevo al
digestor y se calenté durante 3 horas, luego se dejé enfriar. A la solucion
obtenida se adicionaron 50 mL de agua destilada y 150 mL de NaOH 32% y
se llevd al destilador, haciéndose una destilacion por arrastre con vapor. El
hidroxido de amonio generado se recibi6 en 50 mL de acido bdrico que
contenian 3 gotas de indicador mixto, hasta tener un volumen de destilado de
200 mL. El destilado se titul6 con HCI 0.1N. Se calcul6 el porcentaje de

nitrégeno.

o Indice de acidez: El indice de acidez se determiné siguiendo la AOAC 940.28,
la NTC 218:199 y el método con etanol caliente usando indicador, sin hidrolisis.
Se peso la muestra de acuerdo a la acidez esperada, se adicionaron 50ml de
etanol del 95% (v/v) con 0,5ml de fenolftaleina al 1%. Se llevé a ebullicion y
se neutraliz6 con KOH 0,05N. Se titul6 con el KOH en plancha de agitacion
con agitador magnético. Se calcul6 el indice de acidez de acuerdo al volumen
de solucién gastado en la titulacion.

o Perfil de acidos grasos: El analisis de acidos grasos de la materia prima se
llevé a cabo mediante la obtencion de sus metilésteres y cuantificacion por
cromatografia de gases con detector de ionizacion en llama (GC-FID), segun
las normas NTC 4967 (Grasas Yy aceites animales y vegetales. Preparacion de
ésteres metilicos de acidos grasos) y NTC 5013 (Grasas y aceites vegetales y
animales. Andlisis de los ésteres metilicos de los &cidos grasos por
cromatografia de gases). Como material de referencia certificado se empleo la
mezcla Supelco™ 37 Component FAME Mix, Supelco, Befonte, PA, Cat. N°
47885-U. El analisis cromatografico de la muestra se realizd en un
cromatografo de gases (GC) 78902 (Agilent Technologies, Palo Alto,
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California, EE.UU.), con detector de ionizacion de llama (FID). La columna
empleada en el andlisis fue HP-88 [(88%-cianopropil)-aril-polisiloxano] (J&W
Scientific, Folsom, CA, EE.UU.), 60m x 0.25m x 0.20um. La inyeccidén se
realizé en modo Split (10:1, Viny: 2pL).

o PHAs por GC-FID: EIl andlisis de PHAs por cromatografia de gases con
detector FID se llevo a cabo mediante la obtencion de su metilésteres usando
el método descrito por Braunegg (1987) y que se basa en una metilacion con
alcohol acidificado al 3% con acido sulfurico durante 4horas a 100°C. Las
muestras se dejaron enfriar a temperatura ambiente, se agregaron 2mL de
agua destilada y se separaron las fases. La fase orgénica se tratd con sulfato
de sodio anhidro, se filtr, se concentr6 hasta 1ml y se inyectdé al
cromatografo. Las condiciones de trabajo del equipo se encuentran en el
Anexo A. Para la identificaciébn se emple6 un patron de acido 3 hidroxibutirico

como referencia.

3.3.1.2 Reactivacion, crecimiento y mantenimiento de la bacteria

Para la reactivacion de la cepa ATCC 17699, que se adquirié en forma liofilizada,
se siguié el protocolo entregado por la ATCC: se separé la punta de vidrio del
frasco, se removié el material aislante y se retird el vial interior. Se rehidratd el
pellet con 1mL de caldo nutritivo marca Oxoid, se transfiri6 asépticamente este
contenido a un tubo de vidrio que contenia 5 mL de caldo nutritivo previamente
esterilizado y se mezclé bien. Se dejaron caer algunas gotas sobre una placa de
agar nutritivo marca Oxoid. Los dos medios de cultivo se llevaron a incubacion a
26°C, durante 48 horas.

Una vez crecida la cepa, se realizdé un banco de cepas conservandola en Caldo
nutritivo y glicerol al 90% en proporcion 50:50. El banco se almaceno a -15°C.

Adicionalmente, se realizaron repiques cada 15 dias en placas de agar nutritivo.
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Adicionalmente se realiz6 una prueba sencilla para determinar la mejor
temperatura de crecimiento del microorganismo, llevandolo a incubacion en cajas
de petri con agar nutritivo marca OXOID y tubos de ensayo con caldo nutritivo
marca Oxoid a 26°C, 30°C y 37°C durante 24 horas.

3.3.1.3 Cinéticas de crecimiento bacteriano

La cinética de crecimiento bacteriano se estableci®6 mediante mediciones

turbidimétricas y de peso seco.

Para ello se hicieron curvas de calibracién tomando tres colonias formadas en el
agar nutritivo, estas colonias se suspendieron en 50 mL de caldo nutritivo y se
dejaron a 30 °C durante toda la noche (overnight). Al dia siguiente se prepararon
250 mL de medio de cultivo nutritivo, se inocularon con 5 mL de preinéculo y se
agitaron a 80 rpm durante 6 h, con temperatura controlada a 30 °C.
Posteriormente se tomaron 10 mL de esta suspension en 6 tubos y se
centrifugaron a 5.500rpm durante 30 min, los sobrenadantes se descartaron y los
pellets se re suspendieron en 10 mL de agua destilada, agitando en vértex para
re suspension completa y repitiendo el centrifugado y el lavado dos veces mas.
Los pellets resultantes del ultimo lavado se re suspendieron en 10 mL de agua
destilada y de cada tubo respectivamente se tomaron 2, 4, 5, 6, 8 y 10 mL de
suspension, aforando a 10 mL con agua destilada, de cada tubo se tomaron 5 mL
para hacer las mediciones por turbidimetria a 600 nm y los otros 5 mL se
centrifugaron, descartando los sobrenadantes y re suspendiendo los pellets en 1
mL de agua destilada que se transfirieron a una caja de vidrio previamente tarada
y se llevé a sequedad a 60 °C durante 12 h. Se hizo una curva relacionando el

peso seco de la bacteria en cada dilucién con su absorbancia.

Para establecer la cinética de crecimiento sin sustrato (residuo graso obtenido de
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la trampa de grasas) se agregaron 3 colonias en 50 mL de caldo nutritivo, se
dejaron a 30 °C durante toda la noche (overnight), al dia siguiente se tomaron 5
mL de esta suspension y se diluyeron en 250 mL de caldo nutritivo, se agitaron y
se tomaron 5 mL para medir su absorbancia; éste fue el tiempo de inicio de la
cinética (t = 0). La suspension se agitd a 80 rpm en agitador orbital y se mantuvo
a 30 °C. Cada dos horas se tomaron 5 mL de suspension, se centrifugaron, se
lavaron tres veces con 5 mL de agua destilada, y se le midié la absorbancia al
sobrenadante del ultimo lavado, correlacionandola con el peso seco mediante la
curva de calibracion. Se hizo un grafico de peso seco vs. tiempo para obtener la
curva de crecimiento de la bacteria y establecer el tiempo en el que se encuentra
en el punto medio de su fase de crecimiento exponencial, donde la velocidad

metabdlica bacteriana es mayor.

3.3.2 Proceso de Bio - transformacién
3.3.2.1 Preparacion del inoculo

Los indculos de todos los ensayos se prepararon en erlenmeyer con capacidad de
1000mL. Se prepar6 previamente el pre-inoculo tomando 50mL de medio nutritivo
estéril inoculado con el microorganismo e incubado a 30°C. Una vez la cepa se
activé en el preinoculo, se prepararon los inéculos y se llevaron a incubacion a
30°C con 200rpm de agitacién durante 26 a 28 horas, tiempo en el cual se
establecio mediante la curva de crecimiento que la cepa se encontraba en fase

exponencial.

3.3.2.2 Preparacion de la materia prima

Se tomé el residuo sélido previamente caracterizado y se llevo a autoclave en

erlenmeyer plastico con tapa rosca a 121°C, 15 psi por 20 minutos.

-29-



3.3.2.3 Fermentacion

Una vez se obtuvieron los indculos, se pusieron en contacto con el residuo sélido
previamente esterilizado. En la primera etapa, en la cual se buscaba determinar si
el microorganismo usaba el residuo como sustrato, se tomaron 10g de residuo y
se inocularon con 90mL de inoculo, en un erlenmeyer de 250mL; se llevaron a
incubacion a 30°C con agitacion de 200rpm durante 72 y 168 horas. En este caso

todos los experimentos se llevaron a cabo por duplicado.

En esta etapa se verifico cada 24 horas la presencia de los Polihidroxialcanoatos
al interior de las células mediante microscopia Yy tincién con Negro Sudan. Para
esta coloracion se siguié la metodologia reportada por Burdon (1946) con
variacion en el enjuague del colorante sobre las laminas; para ello se fijan las
laminas con calor y se cubren completamente con colorante negro sudan, se dejan
en reposo durante 15 minutos y se enjuagan con metanol. Posteriormente se
tifen con un colorante de contraste, en este caso safranina, se deja por un minuto
y se enjuaga con agua. La variacién en el enjuague de las laminas se realiz6

buscando una menor toxicidad en los reactivos utilizados.

En la segunda etapa se realizaron los ensayos establecidos en el disefio
experimental que contemplaron mezclas de 25%, 50% y 75% de residuo con
volumen constante de 100 mL. Los diferentes ensayos se mantuvieron a las
mismas condiciones de agitacién e incubacion mencionadas en la primera etapa,
durante 48, 96 y 144 horas.

3.3.2.4  Extraccion y cuantificacion de PHAs

Una vez finalizada cada fermentacion, se recuperd el medio de cultivo en tubos
para centrifuga de 50mL y se tomO una muestra para determinacion de la

biomasa usando la curva de calibraciébn de biomasa vs. peso seco; de esta
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manera se obtuvo el dato de mg de células por mL.

Para la extraccion y cuantificacion de PHAs se empleo la metodologia la
metodologia propuesta por Oliveira et al (2001), Cortazar y Malagén(2001),
Kosing (2011) y Riedel et al (2011), que consistio en: la biomasa producida en los
ensayos se concentré mediante centrifugacion a 5.500rpm durante 45 minutos, se
desecho el sobrenadante, se resuspendio el pellet en hexano, se centrifugé a
5500rpm por 20 minutos y el pellet se lavé nuevamente con agua destilada por 20
minutos mas. Posteriormente se realizd0 una lisis celular con lisozima a una
concentracion de 10mg/mL, se llevaron las muestras a sonicador por 10 minutos,
se inactivd la enzima a 100°C por un minuto y se centrifugd nuevamente a
5.500rpm por 20 minutos con el fin de retirar los restos celulares; finalmente se

llevé a sequedad a 50°C por 12 horas.

Sobre el pellet seco se realizé la extraccion del PHAs usando como solvente
Cloroformo al 10% (peso/volumen); se dej6é durante 4 horas a 50°C en bafio
termostatado agitando en vortex cada 30 minutos. El extracto asi obtenido se
centrifugd durante 30 minutos y se dejé en congelador de un dia para otro para
permitir que la capa superior se compactara y permitiera retirar mas facilmente el
polimero disuelto en el solvente. Las muestras se concentraron en tubos tapa
rosca de vidrio hasta alcanzar 2mL y se precipitaron con metanol frio en una
relacion 6:1; se dejaron en reposo por 12 horas, luego de las cuales se retiro
parte del metanol limpio y se dejaron las muestras en cajas de Petri (previamente

taradas y secadas) hasta sequedad del solvente.

El polimero obtenido fue cuantificado por gravimetria y su concentracion se
expresd como la relacion entre el peso del polimero (mg por mL) dividido en los
mg de biomasa por mL, obtenidos del medio recuperado x 100. (Verlinden et al,
2011). Posteriormente se identific6 mediante cromatografia de gases, tomando
como patrén el cromatograma del acido 3-hidroxibutirico.
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3.3.3 Evaluacion de condiciones de produccion de PHAS.

Se aplicé un disefio experimental tipo superficie de respuesta con 2 factores de
experimentacion (concentracion del residuo graso y tiempo de fermentacion) y una
variable de respuesta (concentracion de PHAS), correspondiente a un disefio

2”

factorial aplicado de tercer nivel “3“” con un punto central de cada factor, una

réplica de cada ensayo, 20 experimentos y un error de 13 grados de libertad.

El rango de las variables a evaluar se establecié con base en resultados obtenidos
en la etapa 1 y datos de la bibliografia. En la Tabla 1 se presenta el rango de
condiciones evaluadas. Las variables temperatura de incubacién (30°C) y la

agitacion de 200 rpm, se mantuvieron constantes en todos los casos.

Tabla. 1. Factores y niveles de disefio

NIVELES
FACTORES -1 0 1
Concentracion
_ 25 50 75 %
de residuo
_ 48 96 144 Horas
Tiempo

Para el analisis de los resultados obtenidos se emple6, como se dijo
anteriormente, la metodologia de superficie de respuesta y analisis de
optimizaciéon multivariable con ayuda del software estadistico STATGRAPHICS
CENTURION XV para Windows, el cual permitio establecer el efecto de las
variables independientes y sus interacciones sobre la produccion de

Polihidroxialcanoatos.
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4. RESULTADOS y DISCUSION

4.1 Analisis preliminares

4.1.1 Caracterizaciéon de la materia prima

El residuo graso obtenido de la trampa de grasa de la empresa refinadora de
aceites se caracterizd en cuanto a contenido de humedad, nitr6geno, grasa e
indice de acidez. Se encontrd, como se muestra en Tabla 2, que se trata de un
sustrato en donde su principal componente corresponde a grasa, especificamente

a acidos grasos libres como se establece al medir el indice de acidez.

Tabla 2: Caracterizacion del residuo graso obtenido de la trampa de grasa de una

empresa refinadora de aceite de palma

Caracteristicas del residuo graso
Humedad 8,00%
indice de acidez 86,33%
Nitrdgeno 0,28%
Grasa total 89,76%

En cuanto al contenido de acidos grasos, se encontré que la materia prima es
sumamente compleja (Anexo B); sin embargo, al cuantificar los acidos grasos
presentes se establecié que esta constituida principalmente por acido palmitico,
acido estearico, acido oleico y acido linoléico que en total suman 80,29%, como se
relaciona en la Tabla 3. Teniendo en cuenta que el 77% del aceite vegetal que se

refina en la planta de refinacion de aceite es aceite de palma, se puede decir que
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el residuo graso analizado conserva una composicion de acidos grasos muy

similar a esta materia prima.

Tabla 3. Contenido de acidos grasos en el residuo graso

Acido graso %
Miristico (C14) 1,40
Palmitico (C16) 44,81
Estearico (C18:0) 17,06
Oleico(C18:1n9c) 11,56
Linoléico (C18:2n6c) 6,86

4.1.2 Reactivacion y crecimiento bacteriano
En la Figura 1 se muestran las colonias de ATCC 17699 Wautersia eutropha
recuperadas del vial liofilizado y crecidas en agar nutritivo, incubadas a 26°C por

48 horas.

Figura 1. ATCC 17699 Wautersia eutropha en agar nutritivo
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El ensayo para establecer la mejor temperatura de crecimiento se realiz6 dejando
las cajas de petri y los tubos de ensayo en incubacion durante 24 y 48 horas
respectivamente y verificando el crecimiento del microorganismo a 26°C, 30°C y
37°C.

Como se observa en la Figura 2 se present6 crecimiento en las cajas incubadas a
37°C y 30°C, pero se observé mayor crecimiento a 30°C. Asi mismo, al comparar
los tubos de ensayo se observdé mayor turbidez a 30°C, seguido por 26°C y por
ultimo 37°C. De acuerdo a esto, se estableci6 como temperatura para la
determinacion de la cinética de crecimiento y los ensayos de biotransformacion,
30°C. Esto es acorde con los estudios que utilizan esta cepa para la produccion
de PHAs como Ko-Sing Ng, et al 2011,

Figura 2: Crecimiento de la ATCC17699 Wautersia eutropha a diferentes

temperaturas.

3 Agar nutritivo B) Caldo nutritivo

Con el fin de determinar la fase exponencial y obtener asi un inoculo
metabdlicamente activo, se establecio la curva de calibracion de absorbancia vs.
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peso seco (Anexo C) y la curva de crecimiento para la cepa ATCC 17699
Wautersia eutropha. La Figura 3 muestra un incremento sostenido de la biomasa
del microorganismo en agar nutritivo a 30°C con agitacion de 200 rpm a partir de
la hora 2 de fermentacion aproximadamente hasta la hora 32. Estos resultados
coinciden con los reportados por DeSouza (2005) quien encontré una fase de
adaptacién de 2hr y un crecimiento sostenido, aunque este autor encontré una

fase exponencial de solo 7 horas.

Figura 3: Curva de crecimiento Atcc17669 Wautersia eutropha en caldo nutritivo,
30°C, 200rpm

Curva de Crecimiento Wautersia eutropha

1,800 —
1,600 —
1,400 —
1,200 —
1,000 —
0,800 —+
0,600 +
0,400 +
0,200 +
0,000

mg/ml

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36
Horas

De acuerdo a estos resultados se establecié un tiempo de fermentacién entre 26 y
28 horas a 30°C con agitacion de 200rpm para todos los inéculos utilizados en las
fermentaciones con el fin de asegurar una biomasa suficiente y metabolicamente

activa.
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4.2 Proceso de biotransformacion

4.2.1 Evaluacién de la capacidad de formacion de PHA (Etapa 1).

Previo al proceso de biotransformacion se hizo un calculo aproximado de la
cantidad de carbono presente en el residuo graso, tomando como base la
composicién de acidos grasos, el contenido de grasa y el contenido de proteina,
obteniendo una relacién carbono/nitrogeno de 196; esto indica que es un sustrato
adecuado para la sintesis del biopolimero, teniendo en cuenta que algunos
autores como K-sing et al consideran una relacibn C/N 6ptima entre 20 y 50,
aunque en la bibliografia se reportan trabajos con relacion C/N desde 6 hasta
mayor a 120 (Barbosa et al,2007; Lépez-Cuellar, 2010).

Bajo esta premisa y una vez establecidas las condiciones de crecimiento de la
bacteria y las caracteristicas del residuo, se procedi6 a evaluar a nivel de
laboratorio la produccion de PHAs. Para esto se mezclaron en erlenmeyer de
250mL, 10g del residuo con 90mL de medio de cultivo con 27hr de crecimiento,
que contenian aproximadamente 3,31mg de células por mL de medio de cultivo y
se hizo seguimiento con la tincion de Negro Sudan; esta concentracion de residuo

en el medio corresponde a una relacién C/N de 8,5.
Las tinciones realizadas diariamente a la fermentacion mostraron el incremento

progresivo de los granulos al interior de las células desde las 24hr de fermentacion

hasta las 168 horas como se observa en la Figura 4.

-37 -



Figura 4: Evolucion del contenido de granulos de PHAs con el tiempo de

fermentacion vistos al microscopio con coloracion de Negro Sudan.

A) Cultivo de 24h de fermentacién. B) cultivo de 168h de fermentacién
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En esta primera etapa se observd, como se evidencia en la figura 5, que
mientras la biomasa decrece en el tiempo, los mg de polimero producido se
mantienen y hay un crecimiento sostenido de la acumulacion de carbono en
forma de biopolimero hasta alcanzar casi un 30% del peso de la biomasa
presente en el medio. Esto sugiere que las condiciones para que el
microorganismo sintetice los PHA son favorables. A 72 horas de fermentacion
se alcanza 22% de contenido de PHAs y a 168 horas, 28%.
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Figura 5: Variables evaluadas en la Etapa 1: 10% de residuo. Contenido de
PHA: mg de polimero/ mg de biomasa.

Etapa 1: 10% de residuo
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El polimero, determinado por gravimetria como se dijo anteriormente, se precipitd
en metanol frio tomando una apariencia transparente-blanca, como se observa en

las diferentes etapas del proceso de extraccion que se muestran en la figura 6.
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Figura 6: Polimero PHAs obtenido en diferentes etapas del proceso de

extraccion y cuantificacion .

Polimero concentrado en cloroformo Polimero purificado con metanol
Muestra 72h Muestra 72h

Polimero precipitado en metanol Polimero seco

Muestra 168h Muestra 168h
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Estos resultados son similares a los reportados por Chakraborty et al (2009),
quienes inocularon un medio a base de maiz con &cido acético o 4cido propiénico
y obtuvieron un contenido de PHA del 29% después de 120 horas de
fermentacion; sin embargo, se encuentran estudios con mayor éxito como el
realizado por Alias y Ten (2005) quienes usaron diferentes sustratos como oleina
de palma, aceite de palma crudo, aceite de nucleo de palma, estearina de palmay
acido oleico, en una concentracion del 1% y obtuvieron entre 43% y 57% de

contenido de PHA en biomasa de cepas nativas.

4.2.2 Evaluacion de las condiciones de biotransformacion para obtener
altas productividades de PHAs a escala de laboratorio (Etapa 2).

En esta etapa se evaluoé el efecto de la concentracion de residuo graso y el tiempo
de fermentacion utilizando un disefio experimental con metodologia de superficie

de respuesta, como se describié en el numeral 3.3.3.

La seleccion de los rangos evaluados se basé en estudios realizados por otros
investigadores. Segun Chakraborty et al (2009), la relacion C/N 6ptima para la
produccion de PHAs es de 50, y varios autores coinciden en la utilizacién de
relacion C/N entre 20 y 50 para obtener resultados satisfactorios en la produccion
de PHAs (Lee et al, 2008, Villano et al 2010, Ko-Sin et al 2011). Con base en lo
anterior, en el presente trabajo de aplicacion se evaluaron relaciones de C/N entre
20 y 100 como se muestra en la Tabla 4. Adicionalmente, se establecieron
diferentes tiempos de fermentacion teniendo en cuenta la variabilidad de los
ensayos consultados en los diferentes articulos (Chakraborty et al, 2009,
Zhiquiang Chen et al, 2010; Ko-Sin et al 2011).

-41-



Tabla 4. Relacion C/N en las diferentes concentraciones de sustrato evaluadas

Concentracion Relacion
de residuo graso CIN
25% 23
50% 56
75% 107

En la Tabla 5, se muestran los resultados de la ejecucién del disefio experimental.

Tabla 5. Variables independientes y respuesta para el disefio factorial “3%” con un
punto central de cada factor, una réplica de cada ensayo, 20 experimentos y un
error de 13 grados de libertad aplicado a la produccion de PHAs por la ATCC
17699 Wautersia eutropha.

Tiempo de |Concentracién| Cont. de PHA
Experimento |fermentacion| del residuo (mgPHA/
(horas) (%) mgBiomasa)*100
1 144 50 17
2 96 50 15
3 96 25 17
4 48 25 6
5 48 50 15
6 144 75 76
7 96 50 11
8 96 75 28
9 144 25 17
10 48 75 12
11 144 50 14
12 96 50 10
13 96 25 11
14 48 25 3
15 48 50 21
16 144 75 65
17 96 50 7
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18 96 75 13
19 144 25 15
20 48 75 12

Para evaluar el efecto de las variables independientes (Tiempo y concentracion de
residuo) sobre la produccion de PHAs y conocer el comportamiento de la biomasa
y los mg de polimero recuperados, se expresaron graficamente los resultados
como se muestra en la figura 7; alli, el grafico A muestra la evolucién de las
variables evaluadas agrupandolas por tiempo de fermentacién y se evidencia que
a las 48 horas hay un crecimiento de la biomasa(mg/ml) y el contenido de PHA
(mg/mg) de manera paralela, lo que puede implicar que el microorganismo esta
creciendo y al mismo tiempo empieza a acumular el polimero, situacion que solo
cambia a las 144 horas en que se detiene el crecimiento especialmente cuando se
tienen concentraciones del residuo al 50% y al 75% y el contenido de PHA se
incrementan. En el grafico B, se agrupan las variables evaluadas de acuerdo a la
concentracion del residuo y los resultados sugieren que la fermentacion con el
25% de residuo soporta el crecimiento de la biomasa en el tiempo pero sin
favorecer la acumulacion de PHAs; situacién que es similar con el 50% de
concentracion del residuo. Cuando hay 75% del residuo en el medio se observa
como la biomasa deja de crecer y comienza a incrementar el contenido de PHA
(mg PHA/mgbiomasa *100).
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Figura 7. Analisis de los factores individualmente

A) Variables agrupadas segun el tiempo de fermentacion
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Para el analisis de los valores obtenidos en el disefio experimental se empleé el

programa estadistico Statgraphics Centurién XV, y se realiz6 como sigue:

-44 -



a) Evaluacién del diagrama de efectos principales en el cual se destaca la
influencia que tiene cada variable en forma individual sobre la produccién de
PHAs.

b) Andlisis de varianza (ANOVA) para mostrar los efectos que tienen significancia
estadistica y utilizacion del diagrama de Pareto para observar los efectos en el
orden decreciente de importancia.

c) Desarrollo de un modelo matematico que relaciona cada variable de respuesta
con la variable independiente y determinacién de los respectivos coeficientes
de regresion.

d) Desarrollo gréfico de las superficies de respuesta, para visualizar los efectos de

las interacciones entre las variables.

En la figura 8 se muestra el diagrama de efectos principales para el contenido de
PHA en porcentaje. En él, la variable de respuesta se presenta como funcién de
cada variable independiente, desde su nivel mas bajo al mas alto. La tendencia de
cada linea refleja la influencia positiva de cada variable y la pendiente permite

establecer la produccion de PHAs en el rango de los niveles evaluados.

Figura 8. Diagrama de efectos principales para el contenido de PHA (mg/mg)

Diagrama de Efectos principales para Cont. de PHA
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Se observa que el tiempo de fermentacion y la concentracion del residuo tienen un
efecto positivo, es decir, la produccién de PHAs aumenta a medida que estos
factores avanzan del nivel mas bajo al nivel mas alto. Este incremento es muy
similar para ambas variables y en los niveles inferiores no es lineal (48h — 25%);
antes de alcanzar el nivel central (96-50%) de ambas variables, la produccion de

PHA se vuelve lineal y tiene a permanecer constante.

Esto se puede corroborar al revisar los experimentos 6 y 16 (75%, 144horas) en
los cuales se evidencia la mayor produccion de PHAs a mayor tiempo y mayor
concentracion del residuo, y el grafico 6 en que, como se dijo anteriormente, a las
144 horas se evidencia la disminucion de la biomasa y el aumento en la
acumulacion de PHA al interior de la célula hasta alcanzar hasta un 70% de su
peso. Esto es acorde con lo publicado en la bibliografia, en donde se establece
gue a mayor concentracion del residuo la relacion C/N se incrementa y se requiere
mayor tiempo para que el microorganismo acumule mayor cantidad de PHAs
(Zhigiang Chen et al, 2010; L6épez-Cuellar et al 2010).

El analisis de varianza (ANOVA) para el contenido de PHA que se muestra en la
Tabla 6 permite establecer la variacion debida a los diferentes factores y la
interaccion entre ellos, el efecto de cada factor al cuadrado y la variacion aleatoria
debida a errores experimentales (error total) con su respectiva significancia. Para
ello, se debe comparar la suma de cuadrado de las medias (SCM) de dichos
efectos con el cuadrado medio del error total (CME), con el fin de obtener el valor
F, el cual se utiliza para establecer si los valores estimados para la varianza
difieren significativamente. En este caso, la concentracion del residuo, el tiempo y
interaccién entre estos dos factores poseen un valor de P menor de 0,05,
mostrando con ello que son significativamente diferentes de cero en un nivel de

confianza del 95,0%.
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Tabla 6. Analisis de varianza ANOVA para el contenido de PHA.

Suma
Suma de Cuadrado
cuadrados medias Relacion

Variable (SC) (SCM) F Valor P
A: Tiempo 15,1875 15,1875 13,12 0,0031
B: Concentr. resido 15,6408 15,6408 13,51 0,0028
AA 257,524 257,524 2,22 0,1597
AB 1104,5 1104,5 9,54 0,0086
BB 293,357 293,357 2,53 0,1354

Error total 1505,11 1505,11

F: prueba de significancia
P: probabilidad de error

En la Tabla 7 se encuentran los efectos estimados de cada variable y se
observan gréaficamente en el diagrama de pareto (Figura 9) donde se muestra
cada efecto en orden decreciente de magnitud. La longitud de cada barra es
proporcional al efecto estandarizado (efecto estimado/error estandar). Las barras

que se extienden mas alla de la linea azul corresponden a efectos significativos en

un nivel de confianza del 95 %.

Tabla 7. Efectos estimados de cada variable y sus interacciones sobre el

contenido de PHA

Promedio 10,0357
A: Tiempo de fermentacion 22,5
B: Concentracion del
residuo 22,8333
AA 14,8571
AB 23,5
BB 15,8571
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Figura 9. Grafico de Pareto para contenido de PHA
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De acuerdo a esto se determino que la concentracién del residuo y el tiempo
tienen una incidencia estadisticamente significativa sobre el contenido de PHA y
existe una relacion directa entre ellas; los efectos de las interacciones de las
variables con si mismas no son significativos. Bajo las condiciones de este

estudio, la concentracion de residuo tiene la mayor influencia sobre el contenido
de PHA.

De otra parte, se determin6é también el ajuste de un modelo de regresion para
obtener los més altos niveles de produccion de PHAS; la ecuaciéon del modelo que
predice la produccion es:

Contenido PHA = 73,131 - 0,874256*A - 1,7519*B + 0,00322421*A"2 +
0,00979167*A*B + 0,0126857*B"2

El estadistico R? ajustado indica que este modelo explica explica el 68,3101% de

la variabilidad en el contenido de PHASs.
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Es de anotar que el signo méas (+) y el signo menos (-) representan los efectos
positivos y negativos sobre la variable respuesta, en este caso, el contenido de
PHA. De acuerdo a esto, la interaccion entre Ay B (Tiempo y concentracion de
residuo) la cual es significativamente diferente segun el analisis ANOVA, es una
variable que toma mas importancia pues de ésta depende que se logre una mayor
produccion de PHAs. (Papaneophytou y Kyriakidis, 2012)

A partir de este modelo, se construyeron las graficas de superficie de respuesta
del tiempo de fermentacién y la concentracion del residuo. Como se observa en la
figura 10, Los valores mas altos de contenido de PHA se alcanzan cuando la
fermentacién se realiza en un periodo de tiempo amplio (144h) con la mayor
cantidad de residuo (75%).

Figura 10. Grafico de superficie de respuesta para Contenido de PHA (mg/mg)

Contenido de PHA
S

75

Concent. de residuo (%)

72 96 120 144 168 25

Tiempo de fermentacion (h)

Los perfiles de las curvas creadas por la superficie, permiten ver que las
pendientes son pronunciadas con los cambios tanto en la concentracion del

residuo como en el tiempo de fermentacion, lo cual corrobora que ambas variables
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son determinantes para alcanzar mejores niveles de produccién. Sin embargo, los
coeficientes negativos que se presentan en la ecuacion de ajuste del modelo para
el tiempo y la concentracion de PHAs no se evidencian en el grafico de superficie
de respuesta, aunque pueden estar compensados por el efecto positivo que ejerce
la interaccion entre estas dos variables; esto puede indicar que el modelo no es
vélido en todos los casos, razén por la cual es necesario continuar investigando
este comportamiento en futuros procesos de biotransformacion del residuo graso
en PHA.

En la Tabla 8 se encuentra la estimacién de los resultados para el contenido de
PHAS vy el resultado actual en cada ensayo, aplicando el modelo ya mencionado.

En varios casos la diferencia entre los datos del modelo y los datos actuales
exceden el 50%, esto puede deberse a una insuficiente extraccion del polimero de
las células de Wautersia eutropha y/o que el modelo no es valido en todos los
casos, como se discutid en el grafico de superficie de respuesta. Esta misma
variacion la reportan Hong et al (2009) y Papaneophytou y Kyriakidis (2012), estos
altimos en su estudio sobre obtencién de PHAs usando una cepa de Thermus
termophilus y evaluando diferentes aspectos como relacion C/N, concentracion de

fosfato y tiempo de reaccién mediante metodologia de superficie de respuesta.
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Tabla 8. Estimacion de resultados para “Contenido de PHA” segun el

ajustado

Ensayo Valor _Valor
observado ajustado
1 15 13
2 17 9
3 6 16
4 11 13
5 15 9
6 17 31
7 76 61
8 17 15
9 12 15
10 28 32
11 20 10
12 11 6
13 3 12
14 7 10
15 21 5
16 14 28
17 65 58
18 15 11
19 12 12
20 13 28

modelo

Con base en estos resultados, se aplicO la metodologia de optimizacion

multivariable, con la cual se analiza de forma simultanea el efecto del tiempo y

concentracion del residuo sobre la variable de respuesta con el objetivo de

establecer las condiciones de reaccioén, en las cuales se maximiza el contenido de

PHA (mgPHA/mgBiomasa). Los rangos dentro de los cuales se realiz6 la

optimizacién de la reaccién se muestran en la Tabla 9.
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Tabla 9. Optimizacion de la variable respuesta

Factor Bajo | Alto | Optimo
Tiempo 25 |144| 144
Concentracion de residuo 25% | 75% 75%

Los resultados del analisis mostraron que bajo las condiciones del experimento la
maxima concentracion de PHA que obtiene es de 59,8095 mgPHA/mg

biomasa*100.

Con el fin de comparar los resultados obtenidos con los resultados de trabajos
reportados en los ultimos 10 afios, enlistados en la Tabla 10, se calculd la
productividad y se encontrd6 que la obtenida en este estudio (0,026
gPHA/gbiomasa/h) es inferior a la sefalada por otros autores (0,050
gPHA/gbiomasa/h en promedio) que utilizan principalmente aceites vegetales
puros o sus fracciones e incluso bacterias modificadas genéticamente (0,185
gPHA/gbiomasa/h), pero es mayor a la reportada por Verlinden et al, 2011 (0,017
gPHA/gbiomasa/h), quienes utilizaron aceite de canola, y similar a la obtenida por
Chakraborty et al, 2009 quienes utilizaron un medio cuya relacién C/N era 50
adicionado con acido acético (0,024 gPHA/gbiomasa/h) y acido lactico (0,024
gPHA/gbiomasa/h).

Comparando especificamente las productividades obtenidas cuando se usa como
sustrato aceite de palma o sus fracciones con el residuo de la trampa de grasa se
observa que en el primer caso se logran en promedio productividades del orden de
0,045 gPHA/gbiomasa/h, es decir, el doble de lo alcanzado en este trabajo.
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Tabla 10. Algunos Trabajos reportados en los ultimos 10 afios en la produccién de
PHAs a partir de diferentes sustratos

Contenidode Productividad

Sustrato Microorganismo Aiio PHA (g/PHA/H)
Oleina de palma (1% V/V) Nativos Aliasy Tan 2005 43,10% 0,045
Torta de soya (fermentacidn en estado sélido) L 14,40% 0,033
C. necator Oliveira Fet al 2007

Torta de soya suplementada con melaza 33,30% 0,086
Aceite de palma crudo (5g/L) + MM 75% 0,049
Oleina de palma (5g/L) + MM C. necator Lee Wing-Hin, et al 2008 70% 0,050
Aceite de cocina comercial (5g/L) + MM 78% 0,058
Acido Acetico (5g/L) 29,20% 0,024
6c!do Iact.|c.o (5e/) Ralstonia eutropha chakraborty et al 2009 40,70% 0,02
Acido butirico (5g/L) 31,90% 0,037
Acido propionico (5g/L) 29,30% 0,036
sucrosa Nativos Moreno et al 2009 44,53% 0,058
Butirato de sodio(18,7g/L) Y proteobacterium(nativo) | Zhigiang Chenetal | 2010 41%

aceite de canola Wautersia eutropha Lépez-Cuellar et al 2010 89%

Aceite de jatroba(10g/L) + MM C. necator K-sing et al 2011 84% 0,14
Aceite de canola (20g/L) + TSB C. necator Verlindem et a/ 2011 40% 0,017
Aceite acido de palma (5g/L) C. necator kumar et al 2011 43% 0,04
Fructosa Nativos Doan, Thuok Van 2012 61% 0,110
Aceite de palma(40g/L) Ralstonia eutropha Riedel et al 2012 71%

Las diferencias con respecto a los trabajos reportados pueden ser debidas a

diferentes factores:

e EIl sustrato: la mayoria de los estudios utilizan aceites vegetales puros
cuya composicion mayoritaria son triglicéridos y en este trabajo se utilizo un
residuo cuya composicion en un 80% a acidos grasos libres, situacién que
da lugar a un medio muy &cido que puede afectar la accion del
microorganismo. Segun la bibliografia consultada, se ha demostrado que
Wautersia eutropha utiliza mas eficientemente los sustratos cuya
composicién sea principalmente de acidos grasos insaturados como el
acido linoléico (34%), el Oleico (42%) y en menor proporcion el palmitico
(17%) para la produccién de PHAs (Zhigiang Chen et al, 2010). Los acidos
grasos Linoléico y Oleico estdn presentes principalmente en aceites
vegetales como el de Soya, Oliva, Canola, Maiz etc , en tanto, que el acido
Palmitico es el aceite mayoritario del Aceite de Palma. En el caso del

residuo evaluado los acidos grasos mayoritarios son el acido palmitico
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(44%) y el Oleico (11%), por lo cual podria haber influencia de Ia
especificidad de la bacteria por el sustrato.

Chakraborty et al (2009) encontraron que cuando los acidos grasos se
presentan en altas concentraciones en el medio se reduce el crecimiento
bacteriano y esto se traduce en una menor acumulacion de PHA y por esta
razén concluye que este tipo de sustratos deben adicionarse al medio una
vez la bacteria haya alcanzado su fase estacionaria, es decir, la mayor

cantidad de biomasa posible.

El medio de cultivo utilizado para la biotransformacién: En este trabajo
se utiliz6 el residuo de la trampa de grasa mezclado en diferentes
proporciones con un caldo nutritivo cuya composicion estd equilibrada en
nutrientes y micronutrientes, en un solo bache. Tal como se evidencio en el
gréfico 6, es posible que este medio soporte el crecimiento bacteriano por
mas tiempo retardando la acumulacion de carbono al interior de la célula en
forma de PHA. Los articulos que muestran mayor productividad como
Lee-Wing et al (2008) usan un medio de cultivo mineral que asegura la
disponibilidad minima de micronutrientes como nitrogeno y fosforo para
soportar el crecimiento bacteriano y llevar a la bacteria a acumular el
carbono presente en el sustrato como PHA. Chakraborty et al, 2009
muestran que micronutrientes como el nitrégeno y el fésforo en bajas
concentraciones permiten que las bacterias cambien su metabolismo
reproductivo por el de acumulacibn de biopolimero pero otras
investigaciones sugieren que la ausencia total del nitrdgeno en el proceso
de biotransformacion puede inhibir la actividad enzimatica en la sintesis de
PHAs (Shimizu et al1999, en Chakraborty et al, 2009). En este trabajo los
resultados coinciden con los publicados por Verlinden et al, quienes
también utilizaron un medio nutritivo (TSB) mezclado con el aceite de
canola y el contenido de PHA (40%) y la productividad (0,017) son
similares.

-54-



No hay reportes en la literatura para el uso de residuos de trampas de grasa como
sustratos para la produccion de PHAs, pero los resultados obtenidos en este
estudio muestran que es posible obtener el polimero en forma pura, como se

observa en el cromatograma de la figura 11.

De esta forma, este trabajo de aplicacion plantea una posible alternativa para el
uso de este residuo graso disminuyendo el impacto ambiental generado por su
disposicion inadecuada y, a su vez, se producen polimeros biodegradables con
amplio potencial de aplicacion. Sin embargo y dadas las caracteristicas del
sustrato se debe continuar investigando para optimizar el proceso de
biotranformacion y de extraccion del polimero, mejorando el medio de cultivo y
evaluando el efecto de factores como: la fermentacidn en varias etapas, el ajuste
de micronutrientes en el medio de cultivo, el control de pH y concentraciones mas
bajas del sustrato y la busqueda de microorganismos propios del sustrato capaces
de producir PHAs.

Figura 11. Cromatograma del polimero obtenido con la ATCC 17699 utilizando el

residuo solido de la trampa de grasa.
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5. CONCLUSIONES

Se determind que Wautersia eutropha crece mejor a 30°C y su fase
exponencial en medio nutritivo con agitacion de 200rpm se extiende hasta las
30 horas.

El residuo sdlido de la trampa de grasa fue utilizado por la ATCC 17699
Wautersia eutropha como sustrato para la produccién de polihidroxialcanoatos

a escala de laboratorio.

En el proceso de biotransformacion las variables tiempo de fermentacion,
concentracion del residuo graso y su interaccién tienen un impacto

estadisticamente representativo sobre la produccion de PHAs.

En las condiciones evaluadas en el laboratorio la mayor cantidad de PHA se
obtiene usando una concentracion del 75% de residuo graso durante 144 horas

de fermentacion.

Este trabajo de aplicacion plantea una alternativa ambientalmente responsable
para el aprovechamiento de este subproducto generado en la trampa de grasa

de la planta de refinacién de aceite.
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6. RECOMENDACIONES

Continuar con ensayos de laboratorio usando el residuo graso de la trampa de
grasa para verificar las condiciones evaluadas en este proyecto de aplicacion y

obtener modelos matematicos mas ajustados.

Evaluar otras variables en el proceso de fermentacién del residuo obtenido de
la trampa de grasa como el pH y el tamafio del inoculo.

Determinar la curva de crecimiento del microorganismo sobre el sustrato
evaluado para establecer si corresponde a un metabolito primaro o a uno

secundario, como se observé en este trabajo de apliacion.

Realizar ensayos con aceites vegetales puros para evaluar el efecto de la

acidez en el proceso de biotransformacion.

Evaluar el contenido de micronutrientes como el nitrégeno y el fésforo en el
medio de fermentacién para determinar si tienen alguna influencia sobre la

produccion de PHAs.

Realizar un screening en el residuo sélido para buscar cepas nativas

adaptadas al medio que sean capaces de producir PHAs.

Optimizar el método de extraccion y cuantificacion de los PHAs para disminuir

el error en las determinaciones.

Explorar otros métodos de cuantificacién e identificacion del biopolimero
obtenido con esta cepa ATCC 17699,
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ANEXO A.
Condiciones de operacion del equipo GC-FID para la determinacion de &cido

3 hidroxi-burtirico.

Cromatografo Agilent Technologies 5975C
Columna 60mt x 250ym x 0,2um
Inyector Automético serie HP 7683
Temperatura de inyeccion 250°C
Rango de temperatura 100°C - 150°C
Gradiente de temperatura 5°C/min
Cantidad de muestra 1ul
Modo Splitless
Temperatura del detector 250°C
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ANEXO B
Cromatograma del residuo graso

Area Percent Report

Data file: CACHEM3ZNDATAM 2-12-1 2 FAMES12 2012-12-12 13-58-16'\RESIDUO.D
Sample name: residuo
Description:
Sample amount: 0.000 Sample type: Sample
Instrument: GC T390/ Location: Vial 102
Injection date: 12272012 3:02:41 PM Injection: Tofl
Acq. method: FAMES CICTAM Injection volume: 1.000
Analysis method: FAMES CICTAM Acq. operator:
Last changed: 1252013 11:12:11 AM
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ANEXO C

Curva de calibraciéon parala ATCCC 17699 Wautersia eutropha. Absorbancia

3,5

2,5

1,5

0,5

vs. Peso seco

Curva de calibracion
=2,7887
Abs vs. Peso seco (mg) R 00885

/.

/-/

0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

B Pesoseco (mg) — Lineal (Peso seco (mg))
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ANEXO D.
Registro fotogréfico

Aspecto del residuo sélido de la trampa de grasa
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Extractos del polimero en cloroformo

Polimero en precipitacién con metanol frio.
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Aspecto del polimero seco
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