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Resumen

Titulo: Extraccion y caracterizacion de polihidroxibutirato (PHB) producido por Bacillus
megaterium B2 usando como fuente de carbono residuos provenientes de la agroindustria de
cacao”

Autor: Diana Carolina Uribe Ribero™

Palabras Clave: polihidroxiburitaro, Bacillus megaterium, Extraccion.

Descripcion:

En la actualidad, se investigan o desarrollan materiales alternativos para sustituir los
plasticos de origen fosil por otros compuestos de origen vegetal, o incluso por compuestos
derivados de bacterias. El uso de estos nuevos materiales no debe verse limitado por costos
elevados en la produccion, extraccién y purificacion frente a los plasticos convencionales.
En su procesamiento se deben implementar medidas que no impacten el medio ambiente. En
este trabajo se estudiaron métodos amigables con el medio ambiente para la extraccién de un
bioplastico, el polihidroxibutirato (PHB) que se acumula intracelularmente en algunos
microorganismos y normalmente se extrae con solventes orgénicos clorados. Se encontro
experimentalmente que el método con mayor potencial para la recuperacion del polimero
utiliza ultrasonido para realizar la disrupcion celular y una suspension de hipoclorito de
so0dio-SDS para la solubilizacion del material no-PHB. El hipoclorito de sodio en conjunto
con el dodecilsulfato sodico disolvieron con facilidad la biomasa bacteriana de Bacillus
megaterium B2. El proceso de recuperacion del PHB present6 un rendimiento del 34,59% y
una pureza de 99,58%. El polimero recuperado mostr6 una buena estabilidad térmica,

propiedades fisicoquimicas y espectroscopicas similares a las del estandar de PHB.

* Trabajo de grado

** Facultad de ciencias, escuela de quimica. Directora: Marianny Yajaira Combariza Montafiez. Ph.D.
Quimica. Co-directora: Mabel Juliana Quintero Silva. Bacteriéloga, M.Sc. Ciencias Basicas
Biomédicas.
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Abstract

Title: Extraction and characterization of polyhydroxybutyrate (PHB) produced by Bacillus

megaterium B2 using cocoa agroindustry waste as carbon source.
Author: Diana Carolina Uribe Ribero™

Keywords: polyhydroxybutyrate, Bacillus megaterium, Extraction.

Description:

Alternative materials are currently being researched or developed to replace fossil-
based plastics with other compounds of plant origin, or even compounds derived from
bacteria. The use of these new materials should not be limited by high production, extraction
and purification costs compared to conventional plastics. In their processing, measures that
do not impact the environment should be implemented. In this work, environmentally
friendly methods were studied for the extraction of a bioplastic, polyhydroxybutyrate (PHB),
which accumulates intracellularly in some microorganisms and is normally extracted with
chlorinated organic solvents. It was found experimentally that the method with the greatest
potential for polymer recovery uses ultrasound to perform cell disruption and a sodium
hypochlorite-SDS suspension for solubilization of the non-PHB material. Sodium
hypochlorite in conjunction with sodium dodecylsulfate readily dissolved the Bacillus
megaterium B2 bacterial biomass. The PHB recovery process showed a yield of 34.59% and
a purity of 99.58%. The recovered polymer showed good thermal stability, physicochemical

and spectroscopic properties similar to those of the PHB standard.

* Degree Work

** Faculty of Sciences, school of Chemistry. Director: Marianny Yajaira Combariza Montafiez. Ph.D.
Chemistry. Co-director: Mabel Juliana Quintero Silva. Bacteri6loga, M.Sc. Basic Biomedical
Sciences.
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Introduccion

El uso de pléasticos de origen fosil va aumentando en diversos sectores comerciales
ya que debido a su versatilidad son parte esencial de la vida moderna. Los pléasticos sintéticos
se convierten eventualmente en desechos con un impacto negativo en el medio ambiente pues
permanecen en los ecosistemas por largos periodos de tiempo (Chae & An, 2018). Los
biomateriales se han convertido en alternativas de reemplazo de los plasticos de origen

petroquimico.

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son polimeros biodegradables que tienen el
potencial para reemplazar a los plasticos convencionales de origen fosil. Diversos
microorganismos sintetizan PHAs en forma de inclusiones lipidicas intracelulares mediante
diferentes condiciones de fermentacion que depende de los requisitos de la cepa bacteriana.
Los PHAS se biosintetizan como compuestos de reserva de carbono y energia cuando se
encuentran en condiciones limitantes de nutrientes esenciales para su crecimiento (Martinez-
herrera et al., 2020a). Dentro de los PHAs mas estudiados, se destacael polihidroxibutirato
(PHB) por ser el mas abundante, no tdxico y biocompatible (Rivera-briso & Serrano-aroca,
2018). A pesar de las grandes ventajas que poseen los PHAS, son poco atractivos desde el
punto de vista econémico. En su produccion por fermentacion los costos del sustrato,
extraccion y purificacion son elevados (Biology, Olavide, & Ctra, 2018).

La glucosa, fructosa y sacarosa se utilizan cominmente como sustratos para la
produccion de PHASs. Sin embargo, estas fuentes de carbono incrementan los costos de
produccion del polimero a escala industrial. La rentabilidad del proceso puede ser

incrementada usando sustratos de bajo costo como por ejemplo los residuos agroindustriales.
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La agroindustria del cacao genera subproductos como la céascara del fruto, placenta,
cascarilla de los granos y pulpa (mucilago). De esta ultima es posible extraer un lixiviado
rico en azucares como glucosa, fructosa y sacarosa (Saavedra-Sanabria et al., 2021). Desde
el punto de vista biotecnoldgico, el exudado del mucilago de cacao es una materia prima
atractiva para la produccion de biopolimeros.

Después de formado y almacenado intracelularmente en el microorganismo, es
necesario separar y purificar el PHA. Estos procesos involucran el uso de solventes
halogenados como el cloroformo y el diclorometano (cloruro de metileno) (Koller &
Niebelschiitz, 2013). Sin embargo, el uso de los solventes halogenados es un método
inapropiado para la recuperacion del PHA. En la extraccion a gran escala, los productos
quimicos halogenados utilizados causan problemas ambientales, contribuyendo a la toxicidad
ambiental. El posterior reciclaje de los solventes halogenados por medio de la destilacion
genera altos costos para la produccion comercial de PHA (Kurian & Das, 2021).

Teniendo en cuenta lo anterior, esta investigacion se enfoca en demostrar que es
posible aplicar estrategias alternativas a las tradicionales para recuperar y purificar el PHA
producido por la cepa Bacillus megaterium B2 utilizando mucilago de cacao como sustrato.
El reemplazar los solventes clorados en el proceso de extraccion del polimero disminuira sus

impactos negativos al medio ambiente.



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 19

1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar y caracterizar métodos alternativos de extraccion del polihidroxibutirato
producido por la bacteria Bacillus megaterium B2 utilizando agentes compatibles con el

medio ambiente.

1.2 Objetivos Especificos

Producir polihidroxibutirato a partir de residuos provenientes de la industria del cacao

(mucilago obtenido de los residuos del proceso de fabricacion de celulosa) utilizando la cepa

Bacillus megaterium B2.

Extraer el polihidroxibutirato del granulo intracelular por medio de métodos que son

usados convencionalmente en la literatura.

Caracterizar y comparar el polihidroxibutirato obtenido por los métodos de extraccién

alternativos, convencionales y con el estandar.
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2. Estado del arte y marco teorico

2.1 Plasticos

A pesar de sus impactos negativos al medio ambiente, el uso de los plasticos de origen
fosil va aumentando en diversos sectores comerciales, debido a su versatilidad y bajo costo.
La produccion mundial anual de plasticos sintéticos aumenta cada afio alrededor del 9%;
actualmente se encuentra alrededor de 300 millones de toneladas (Mohapatra et al., 2017).
Con la disminucion del petréleo disponible, la produccion de plastico a partir de recursos
petroquimicos también se limita. Adicionalmente, los plasticos sintéticos tienen efectos
perjudiciales para el medio ambiente, ya que son contaminantes xenobioticos y recalcitrantes
(Gonzalez Gutierréz, 2008). Al ser liberados a los compartimientos ambientales permanecen
durante muchos afios en cuerpos de agua, suelo y vertederos, generando impactos
ambientales negativos. Algunas alternativas que se han implementado ante esta problematica
son la incineracion y el reciclaje. Sin embargo, estos procesos siguen siendo insuficientes,
tediosos y costosos para el tratamiento de las grandes cantidades anuales de desechos
plasticos. Ademas, en los plasticos hay una gran presencia de aditivos, pigmentos y
revestimientos que limita el uso del material reciclado. Por lo tanto, es importante desarrollar
plasticos alternativos, con propiedades similares a los plasticos sintéticos, que provengan de

fuentes renovables y capaces de ser biodegradados.

2.2 Plasticos biodegradables

Los biopléasticos son de origen natural, en lugar de proceder del petréleo, se derivan
de una fuente organica renovable. Se han visto como una posible solucion a la problematica

por el uso de los plasticos de origen fosil. Los biopolimeros se clasifican en:
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Polimeros extraidos directamente de la biomasa como la celulosa de los arboles y las
plantas, el almidén, la cafia de maiz (Rujni, 2020), el caucho natural como el poli-cis-

isopreno (Cornish & Xie, 2012) y las proteinas como queratina y coladgeno (Brigham, 2018).

Polimeros producidos por microorganismos, bacterias nativas o modificadas

genéticamente.

Polimeros producidos por sintesis quimica clésica utilizando monémeros bioldgicos

de fuentes renovables. (Cerrone, 2011)

Entre todos los polimeros citados anteriormente, ha habido un gran interés tanto a
nivel cientifico como comercial por los biopolimeros de origen microbiano. Estos se
producen porque los microorganismos utilizan el carbono como almacenamiento de energia
para ser metabolizado cuando no se puede acceder a otras fuentes de energia.(Yousuf, 2017)

Entre los mas prometedores se encuentran los polihidroxialcanoatos (PHA).

2.3 Polihidroxialcanoatos (PHAS).

2.3.1 Definiciony propiedades.

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) se consideran los mejores candidatos para sustituir
a los plasticos derivados del petrdleo. Son biopolimeros termoplasticos, elastdmeros,
insolubles en agua, biodegradables e impermeables a gases y una vez extraido cristaliza con
propiedades fisicas similares a las del polipropileno. (Pradhan, 2018) En condiciones
aerobicas, los PHAs se biodegradan completamente transformandose en agua y diéxido de
carbono. En condiciones anaerdbicas se transforman en metano. Estos procesos son
catalizados por microorganismos y pueden ocurrir en suelos, aguas naturales (mar, lagos,

rios) y en aguas residuales (Khanna & Srivastava, 2005). La degradacion de los PHAS se ve
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afectada por el tipo y la composicion del polimero, las condiciones ambientales y el tipo de

microorganismo (Israni & Shivakumar, 2019).

Los PHAs son sintetizados intracelularmente por varios microorganismos procariotas
mediante diferentes condiciones de fermentacion (dependiendo de los requisitos
nutricionales y de incubacion de la cepa bacteriana empleada). Son acumulados como
compuestos de reserva energética cuando se encuentran en condiciones limitantes de
nutrientes esenciales para su crecimiento. Normalmente, se biosintetizan limitando el
oxigeno, el fosforo o el nitrdgeno y en presencia de un exceso de fuente de carbono.

Los PHAs poseen muchas aplicaciones en diversos ambitos (Martinez-herrera et al.,
2020b)(Fiorese et al., 2009). En articulos de uso cotidiano como bolsas de empaque,
contenedores, revestimientos, articulos desechables de higiene personal, entre otras
(Madkour, Heinrich, Alghamdi, Shabbaj, & Steinblichel, 2013). Debido a su citotoxicidad
insignificante, también los utilizan en cirugia, farmacologia, trasplantes e ingenieria de
tejidos (Thomas & Roy, 2018). Los PHAs tienen una alta resistencia al agua y una baja
difusividad. Lo que los hace utiles para aplicaciones en la industria alimentaria, para el
envasado de alimentos y para materiales en la industria agricola como en la fabricacion de

macetas biodegradables (Mohapatra et al., 2017).

2.3.2 Clasificacion y estructura.

Los PHAs se pueden clasificar en tres grupos, PHAs de cadena corta, media o larga
(scl  (short-chain length), mcl (medium-chain length) y Icl (long-chain length))
respectivamente. Los mondémeros de scl-PHA tienen menos de 5 &tomos de carbono como el
3-hidroxibutirato, mientras que los mcl-PHA tienen de 5-14 atomos de carbono como el 3-

hidroxihexanoato. Por encima de 14 atomos de carbono se consideran como Icl-PHAS
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(Madkour et al., 2013). El peso molecular de los polihidroxialcanoatos, que oscila entre
2x10° y 3x10° Da, depende de las condiciones del cultivo y del microorganismo que lo

produce.

Los PHAs son homopolimeros o copolimeros de hidroxialcanoatos. Son poliésteres
lineales de (R)-3-hidroxiacidos en los cuales el grupo carboxilo de un monémero forma un
enlace tipo éster con el grupo hidroxilo del monémero siguiente. La estructura general de los
PHA se muestra en la figura 1. Si el grupo es R = CHg, el polimero resultante se llama
polihidroxibutirato o acido polihidroxibutirico, mientras que si R = C3Hy, el polimero se

Ilama polihidroxioctanoato (PHO) y asi sucesivamente.

Figura 1.

Estructura general de los polihidroxialcanoatos.

ElI PHA mas abundante y mejor caracterizado es el poli (3-hidroxibutirato (PHB)), un
homopolimero de (R) -3-hidroxibutirato ([R] -3HB). Presenta mayor rigidez y con una
resistencia a la traccion (104 MPa) equivalente a la del polietileno (Dwivedi, Pandey, Kumar,
& Mehrotra, 2020) (Abid & Banat, 2018). Fue descubierto por primera vez en 1925 por el
cientifico francés Lemoigne en forma de granulos intracelulares dentro de la bacteria Bacillus

megaterium (Suriyamongkol, Weselake, Narine, Moloney, & Shah, 2007).
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2.4 Microorganimos productores de PHA.

Hasta la fecha se conocen 100 tipos de microorganismos que sintetizan PHAs. La
familia de estos poliésteres microbianos se divide en dos grupos, en los organismos Gram-
positivos y los organismos Gram-negativos. Los comunmente utilizados a escala industrial
son las bacterias Gram-negativas como Cupriavidus necétor, las cuales pueden acumular
hasta un 80% de PHA. Sin embargo, los PHASs que se aislan de organismos Gram-negativos
contienen una capa externa de endotoxinas de lipopolisacaridos (LPS) de membrana. Estas
endotoxinas producen pirdgenos, contaminando los PHAs y limitando su uso en las
aplicaciones biomédicas. Los lipopolisacaridos bacterianos (LPS) o endotoxinas, también
designados como patrones moleculares asociados a patégenos (PAMP) reconocidos por el
sistema inmunitario innato. ActGan como los mediadores microbianos mas potentes

implicados en la patogénesis de la sepsis y el shock séptico (Dinjaski & Prieto, 2015).

Debido al factor mencionado anteriormente, la purificacion y la eliminacion de los
LPS influyen significativamente en el costo total de produccioén de PHAs. Para evitar esta
limitacion, se recomienda usar las bacterias Gram-positivas ya que estan libres de LPS y son

fuentes potenciales de PHA para su uso en aplicaciones biomédicas.

2.4.1 Gram positivas: Bacillus megaterium.

Las especies de Bacillus tienen varias ventajas en comparacion con otras bacterias
debido a su abundancia incluso en condiciones ecologicas extremas pues soportan altas
presiones osmdticas y altas temperaturas. Tienen una alta tasa de crecimiento incluso
utilizando sustratos de bajo costo y mayor capacidad de produccion de PHA (Mohapatra et

al., 2017). Las especies de Bacillus poseen enzimas hidroliticas que pueden ser explotadas
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para la produccién econdémica de PHA utilizando, por ejemplo, materiales de desecho

agroindustriales (Mohapatra et al., 2017).

En el marco del desarrollo de la investigacion cientifica, en el afio 2015, el CEIAM
logro aislar la cepa Bacillus megaterium B2 de residuos de glicerol crudo de una planta de

Biodiesel, que fue capaz de producir PHB (Cardozo et al., 2015).

Zhang y su equipo trabajaron con la cepa Bacillus megaterium R11 y una fuente de
carbono de glucosa con una concentracion de 100 g/L. En la investigacion obtuvieron un
contenido de biomasa seca del 58,6% y 32,16% de PHB (Zhang, Sun, Wang, & Geng, 2013).
En otro estudio Yustinah y su equipo utilizaron como fuente de carbono racimo de frutos

vacios de palma aceitera y obtuvieron 55.4% de PHB (Yustinah et al., 2019).

2.4.2 Contenido del granulo intracelular.

Los microorganismos productores de PHA almacenan al PHA en el citoplasma en
forma de granulos definidos que varian en tamafio de 0.2 a 0.5 pum (Abid & Banat, 2018).
Rilfors y su equipo hicieron un estudio cualitativo in vitro de la composicion lipidica y
proteica de las membranas de Bacillus megaterium. Utilizando cromatografia de gases-
liquidos en dos columnas con diferentes fases estacionarias y por la tecnica de electroforesis.
Encontraron tres fosfolipidos principales en las membranas de todas las cepas. Estos lipidos
eran fosfatidiletanolamina, fosfatidilglicerol y difosfatidilglicerol. También hallaron lipidos
neutros, pero no caracterizaron mas (Rilfors, Wieslander, & Stahl, 1978). Ademas, hallaron
seis acidos grasos dominantes de cadena ramificada en las membranas de las cepas de
Bacillus megaterium. Estos 4&cidos eran 12-metiltradecanoico (iso-C14), 13-

metiltetradecanoico (iso-Cls), 14-metilpentadecanoico (iso-C16), 15-metilhexadecanoico



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 26

(iso-Cl7), 12-metiltetradecanoico (anteiso-C15) y 14-metilhexadecanoico (anteiso-C17).
Representaban entre el 60 y el 90% (mol/mol) de los &cidos grasos totales (Rilfors et al.,

1978).

En el 2016, Bresan y su equipo realizaron un estudio in vivo de la capa superficial
del granulo del PHB. Descubriendo que la capa superficial de los carbonosomas estan libres
de fosfolipidos y consisten solo en proteinas. Es posible, que la deteccion in vitro de
fosfolipidos sea porque se unen artificialmente al polimero hidrofébico después de la ruptura
de las células durante el proceso de aislamiento de los granulos de PHB (Bresan et al., 2016).
Los fosfolipidos unicamente se encuentran en la membrana celular, siendo fosfatidil-
etanolamina (PE), fosfatidil-serina (PS), fosfatidilglicerol (PG) y cardiolipina (CL) los

principales componentes de las membranas bacterianas (Madison & Huisman, 1999).

En la figura 2 se muestra una representacion esquematica de la estructura de los
granulos intracelulares de PHA. El nicleo del poliéster esta recubierto de una capa superficial
de proteinas estructurales y funcionales como las proteinas asociadas a los granulos (GAPS).
Tales como, PHA sintasas, implicadas en la polimerizacion del biopoliéster. PHA
despolimerasas, responsables de la movilizacion de la PHA. Fasinas, principales
componentes estructurales de los GAPs. PhaR que es postranscripcional y funciona directa
o indirectamente para producir una PHA sintasa activa (Cannon, 2001). PhaM, una proteina
asociada a los granulos de PHB con propiedades similares a las fasinas, que mantiene la
unién de los granulos de PHB al nucleoide (Wahl, Schuth, Pfeiffer, Nussberger, &
Jendrossek, 2012). Ademas, contiene otras proteinas como enzimas relacionadas con la
sintesis de mondmeros de PHA, asi como reguladores transcripcionales no clasificados como

GAPs (Dinjaski & Prieto, 2015).
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Figura 2.
Representacion esquematica de la estructura de los granulos de PHA de la Célula Bacillus
megaterium. Reimpreso (adaptado) de (Grage, Mcdermott, & Rehm, 2017), copyright

(2017), con permiso de Springer Nature.

“ PHB sintasa A PHB despolimerasa @® Fasinas
PhaR PhaM @ otras PhaPs

2.5 Desafios para la produccién de PHA.

A pesar de las grandes ventajas que poseen los PHAS, son poco atractivos desde el
punto de vista econdmico. En su produccion por fermentaciéon los costos del sustrato,
extraccion y purificacion son elevados. El costo de las materias primas supone que es de un
25-45% del costo total de produccién de biopolimeros. Siendo alrededor del 70-80% del
costo de las materias primas la fuente de carbono, que se utiliza como sustrato para la

produccién de biopolimeros (Wang, Sharma-shivappa, Olson, & Khan, 2013).

Sin embargo, el PHA tiene la caracteristica de que puede sintetizarse a partir de

fuentes renovables y de bajo costo, como por ejemplo, los residuos agricolas o industriales.
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En los altimos afios se ha investigado el uso de residuos agroindustriales tales como
melaza de remolacha (Schmid et al., 2019), glicerol (Cardozo et al., 2015), aceite de fritura
residual (Pernicova, Kucera, Nebesarova, Kalina, & Novackova, 2019) y suero de leche

(Colombo et al., 2019), entre otros como fuente de carbono para el crecimiento celular.

2.5.1 Cacao.

La agroindustria del cacao genera residuos en grandes cantidades. En la actualidad
los paises con mayor produccion de cacao en el mundo son Costa de Marfil, Ghana, Camerin
y Nigeria en Africa Occidental (Viuda-martos, Delgado-ospina, Lucas-gonz, & Martuscelli,
2021). En Latinoamérica, Colombia se encuentra en quinto lugar con un porcentaje del 1,2%.
Santander es uno de los departamentos que mas se destaca en la produccién anual de cacao,
segun la Federacion Nacional de Cacaoteros (Fedecacao) tiene una participacion de 42% con

22 mil 800 toneladas de la produccion anual.

Figura 3.

Fruto del cacao.
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El fruto del cacao, es una mazorca conformada por una cascara carnosa y gruesa, y
granos rodeados de una pulpa blanca. En la cadena de procesamiento para la obtencion de
cacao, se generan subproductos como la cascara del fruto, placenta, cascarilla de los granos
y pulpa, que representan en conjunto alrededor del 70-80% de la fruta en peso seco (Vasquez
et al., 2019). De la pulpa blanca se filtra un liquido translicido llamado mucilago de cacao.
Del mucilago se obtiene un exudado rico en azucares como glucosa, fructosa y sacarosa
(10-15%), pectinas (2-3%) Yy acido citrico (1-5%), que constituye del 5 a 7 % en peso de la

fruta de cacao (Saavedra-Sanabria et al., 2021).

Desde el punto de vista biotecnolégico, el exudado del mucilago de cacao es una
materia prima atractiva para la produccion de biopolimeros. En el CEIAM ya se han realizado
procesos biotecnoldgicos para la produccion de celulosa alimentando a la bacteria
Gluconacetobacter xylinus a partir de mucilago de cacao fresco. Al finalizar el proceso de
fermentacion, se descubri6 que se generaba un segundo liquido residual que se puede seguir

aprovechando como materia prima.

2.6 Técnicas de recuperacion para el aislamiento y la purificacion del
polihidroxialcanoato a partir de microorganismos.

En el CEIAM se han venido realizando trabajos de investigacion sobre la produccion
de polihidroxibutirato (PHB) por Bacillus megaterium B2 a partir de mucilago de cacao como
unica fuente de carbono. Como complemento a estos trabajos, es necesario estudiar procesos
de extraccién. Ya que es un aspecto clave en la produccion de PHB para competir en el
mercado con los polimeros de origen fésil. EI proceso de extraccion debe ser de bajo costo y
debe garantizar pureza con el minimo impacto ambiental. Este proceso se lleva a cabo en dos

etapas, la primera etapa es la disrupcion celular y la segunda etapa es la separacién del PHB
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de la masa residual. Existen varios métodos descritos en la literatura para la extraccion de los
PHAs que se almacenan dentro de las células, cada método estd asociado con algunas
ventajas y desventajas. Los métodos comunmente utilizados para la recuperacion se

mencionan a continuacién.

2.6.1 Extraccion con disolvente.

Es el método més utilizado debido a su simplicidad y facilidad de operacion. Esta
técnica se basa en el hecho de que los PHAs son insolubles en agua pero solubles en un
namero limitado de solventes organicos. La extraccion con solventes tiene ventajas sobre los
otros métodos de extraccion en términos de eficiencia. Este método causa una degradacion
insignificante de los polimeros (Kunasundari & Sudesh, 2011). La desventaja de esta
extraccion es que es muy costosa. Se requieren grandes cantidades de disolvente,
concretamente hasta 20 veces mas de disolventes de extraccién en comparacién con la masa
de la biomasa rica en PHA (Koller & Niebelschiitz, 2013). La separacion del polimero puede
ser dificil debido a la alta viscosidad de la solucién polimérica y es un proceso perjudicial

para el medio ambiente.

Se han reportado el uso de algunos hidrocarburos clorados como el cloroformo para
la extraccion de PHAs de las células Bacillus cereus suaeda B-001 (Yustinah et al., 2019) y
como el carbonato de 1,2 propileno para la recuperacion de PHAs de Cupriavidus necator

(Fiorese et al., 2009), entre otros.

2.6.2 Extraccion por digestion quimica.

Este método consiste en la solubilizacion de los materiales celulares que rodean los

granulos de PHA (Kunasundari & Sudesh, 2011). Se utilizan algunos agentes quimicos como
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los tensoactivos (Arikawa, Sato, Fujiki, & Matsumoto, 2017) o el hipoclorito de sodio (Rawre
& Mavinkurve, 2002). Los agentes quimicos degradan los componentes de la capa superficial
de los grénulos, provocando que se pueda recuperar el contenido celular. Este proceso tiene
la ventaja de que es aplicable para recolectar PHAs a muestras ambientales y se puede aplicar

a gran escala.

Hay gue mencionar que el aislamiento de los granulos de PHA por digestion con
hipoclorito de sodio puede presentar una degradacion de la masa molecular de
aproximadamente el 50% (Koller & Niebelschiitz, 2013). Al utilizar tensoactivos, se
disminuye el grado de pureza pero se obtiene un peso molecular ligeramente mayor que la
digestion con hipoclorito de sodio. Al utilizar una combinacion de tensioactivos con

hipoclorito de sodio se obtendra una mejor recuperacion del PHA.

2.6.3 Extraccion asistida con ultrasonido.

La irradiacion por ultrasonidos es una herramienta alternativa para acelerar el proceso
de extraccién y para aumentar la recuperacion del PHA. Los ultrasonidos reducen el uso de
disolventes organicos y pasos que pueden producir pérdidas durante el proceso de extraccién
(Martinez-herrera et al., 2020b). Esta técnica es muy conveniente para mejorar el proceso de
transferencia de masa en los fluidos. La sonicacion genera cambios de presion ciclicos
extremos y rapidos en un fluido, produciendo una intensa turbulencia (Annuar & Gumel,

2015). Esto mejora la transferencia de masa y la dispersion de las fases.

Schmid y sus colegas (Schmid et al., 2019) describieron la desintegracién ultrasonica
de células ricas en PHA de la haléfila Bacillus megaterium uyuni S29, utilizando un

subproducto de la industria azucarera como fuente de carbono. Alcanzando concentraciones
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de masa seca celular de hasta 16,7 g/L con un contenido de P(3HB) de 0,6 g* tras slo 24 h

de cultivo.

2.6.4 Extraccion con fluidos supercriticos.

Los fluidos supercriticos tienen propiedades fisicoquimicas Unicas, como su alta
densidad, y baja viscosidad, que los posicionan como disolventes de extraccion adecuados.
El diéxido de carbono supercritico (SCO>) es el mas utilizado debido a su baja toxicidad, a
su bajo costo, disponibilidad, inercia y no inflamabilidad. Posee una temperatura critica (31,1
°C) y una presién (72,9 bar) moderada (Kunasundari & Sudesh, 2011). Por encima de la
temperatura y la presion criticas, el CO- tiene propiedades liquidas y gaseosas (Ryan et al.,

2020).

Cabe destacar que la eficiencia del tratamiento con fluidos supercriticos es en la
disrupcion de las células bacterianas y en la eliminacion de compuestos hidrofébicos. Todo
esto depende de parametros como la presion, la temperatura y en algunos casos el tipo de
modificador que se emplea. En esta técnica empleando un modificador, un gas como el CO-
se disuelve en una pequefia cantidad de disolvente organico a temperatura moderada y

aumenta la polaridad del gas.

En la literatura se han encontrado investigaciones de la extraccion de PHA utilizando
SCO:, pero todavia falta seguir estudiando esa técnica, ya que se encuentra poca informacion

y resultan en conclusiones inconsistentes.

Hejazi y sus colegas (Hejazi, Vasheghani-farahani, & Yamini, 2003) reportaron la
desintegracion de la biomasa de Ralstonia eutropha para liberar scl-PHA puro. Para la

recuperacion del polimero se utilizaron los siguientes parametros: 100 min de exposicion,
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una presion de 200 atm; temperatura de 40°C; y 0,2 mL de metanol. Usando estas
condiciones, se reporta un rendimiento maximo de recuperacion de PHB del 89%. Hampson
y Ashby (Hampson & Ashby, 1999) informaron la extraccion y purificacion de
polihidroxialcanoatos de longitud de cadena media (mcl-PHA) a partir de células liofilizadas

de P. resinovorans. Obteniendo una recuperacion del polimero del 42.4%.

Existen otros métodos para extraer el PHAs de las células, como la extraccion

utilizando liquidos ionicos, flotacion por aire disuelto, digestion enzimatica, entre otros.

3. Metodologia

3.1 Produccion del polihidroxibutirato a partir de Bacillus megaterium B2 y
cuantificacion de la biomasa.

Para la reactivacion, adaptacion y crecimiento de Bacillus megaterium B2 se siguid
la metodologia establecida por (Cardozo et al., 2015). Los cultivos de Bacillus megaterium
B2 se realizaron en un biorreactor de 7.5 L con un volumen inicial de trabajo de 4 L. Se
utiliz6 un medio nutricional basico compuesto por KH2PO4 1.5 g/L, NaHPO4 3 g/L,
MgS04.7H20 0,2 g/L, de acuerdo con la relacion C/N y elementos traza en solucién 100
mg/L [FeSO4.7H20, 10 g/L; ZnS04.7H,0, 2.25 g/L; CuS04.5H20, 1 g/L; MnSO4.4H-0, 0,5
g/L; CaCl2.2H20, 2 g/L; H3BOs4, 0,23 g/L; (NH4)2M07024, 0,2 g/L; y HCI, 10 mL] (Mesa
Beltran, Romero Isaza, Quintero Silva, & Lambis Benitez, 2021). Se trabajé con una
temperatura de 34°C, pH 7 controlado por una solucion buffer de KOH 2M, oxigenacion de
1L/min de aire y agitacion de 400 rpm. Como unica fuente de carbono se utilizé una mezcla
en partes iguales de mucilago de cacao obtenido de los residuos del proceso de fabricacion

de celulosa con mucilago de cacao fermentado por 3 dias.
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Para la cuantificacion de la biomasa bacteriana. Pasadas las 36 horas de crecimiento

se tomaron 30 mL del medio del cultivo en tubos conicos secos previamente pesados y se

centrifugaron (UNIVERSAL 320R) a 7500 rpm durante 15 minutos a 4°C. Seguidamente se

realizaron tres lavados con 10 mL solucion salina fisioldgica (0.85%). Una vez terminados

los lavados, se elimind el sobrenadante y los tubos con la biomasa himeda se colocaron en

un equipo de liofilizacion por 48 horas. Posteriormente se volvieron a pesar los tubos de

manera que por diferencia de peso se obtuvo el contenido de biomasa y la concentracion de

biomasa en g/L.

Figura 4.

Esquema general del procedimiento para la produccion y cuantificacion de la biomasa.

Cultivo de Bacillus
| Sustrato | megaterium B2

Tres lavados con 10 mL

solucion salina fisiologica
(0.85%)

3.2 Extraccion de polihidroxibutirato (PHB) a partir de Bacillus megaterium B2.

Para la extraccion del PHB se utilizd el modelo presentado en la figura 5.



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 35

Figura 5.

Modelos empleados para la extraccion del PHB de la biomasa de Bacillus megaterium B2.

Meétodos de extraccion

|
Métodos Alternativos: amigables Método Convencional:
con el medio ambiente disolventes orgénicos

—

Disrupcion celular: Cloroformo, hipoclorito
sonicacién de sodio y metanol

Disrupcion celular:
fluidos supercriticos

Uso de agentes quimicos

3.2.1 Extraccion con los métodos alternativos.

Para la extraccion con los métodos alternativos, se llevaron a cabo los pasos que se
muestran en la figura 6. Para realizar la disrupcion celular de la bacteria Bacillus megaterium
B2, se estudiaron 3 técnicas diferentes, el bafio de sonicacion, la ultrasonicacion y el diéxido
de carbono supercritico. Una vez que se libera el contenido intracelular, se obtiene una
mezcla de biopolimero y restos celulares. Para solubilizar el material no-PHB, se
seleccionaron dos agentes quimicos, el hipoclorito de sodio y el peréxido de hidrogeno. Se
realiz6 un estudio de cada agente quimico en diferentes concentraciones. El agente quimico
en conjunto con el dodecilsulfato sddico removio las impurezas provenientes de los restos
celulares. Por ultimo, se utilizo un disolvente polar, en este caso el etanol para retirar restos

de las soluciones anteriores y remover lipidos de bajo peso molecular.
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Figura 6.
Esquema del procedimiento para la extraccion del polihidroxibutirato a partir de Bacillus

megaterium B2 utilizando los métodos alternativos.

Bacteria
/a9 7 Bacillus — 4 H
... megateriu f | Material no-PHB
t.'. : m B2 i /
&[>
l’ ) —)
| l
Lisis celular PHB
Solubilizacion del material no-PHB: — PHB
1. Bafio de sonicacién 1. Hipoclorito de sodio Purificacion con el
2. Perdxido de hidrogeno disolvente polar.

2. Ultrasonicacion
3. Didxido de carbono supercritico

3. Dodecilsulfato sadico (SDS)

3.2.2 Extraccion con los métodos alternativos: disrupcion celular.

3.2.2.1 Bafio de sonicacion. Una mezcla de 300 mg de biomasa seca y 20 mL de
agua tipo |, se sometié a sonicacion (Marca: BRANSONIC 3510R-MTH, USA,; Frecuencia:
42 kHz; Potencia: 100 W) para romper las células, este proceso se realizd por 15 minutos a

90 °C.

El uso del bafio de sonicacion ha sido reportado previamente (Gamboa Suarez, 2019)
(Arikawa, Sato, Fujiki, & Matsumoto, 2017) como una técnica para la lisis celular de la

biomasa.

3.2.2.2 Ultrasonicacion. Una mezcla de 600 mg de biomasa y 40 mL de agua tipo |
se sometid a ultrasonicacion para romper las células. EI proceso se realizo utilizando una

sonda ultrasénica operada a 20 kHz y 50% de amplitud (Marca: Sonics; Modelo: VCX500;
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Potencia: 500 W) en 10 ciclos de 60s de sonicacion y descanso. El recipiente se mantuvo

refrigerado durante el proceso para evitar la hidrélisis del polimero.

Figura 7.

Procesador ultrasonico (Marca: Sonics; Modelo: VCX500).

3.2.2.3 Tratamiento con CO:2 supercritico. Se mezclaron 4 g de biomasa seca con
perlas de vidrio de 3 mm para aumentar el area de superficie y la transferencia de masa entre
el polimero y el CO2. Luego se cargo el recipiente de alta presién con la muestra contenida
en un dedal. Se controlé la temperatura del sistema a 40°C. A continuacion el recipiente se
presurizo a una presion de 1200 psi. Después de eso se aislo el recipiente por 15 minutos para
permitir que el sistema se acercara al equilibrio. Después de que la cantidad necesaria de CO»
paso por el reactor con un caudal controlado 2,5 mL/min, el recipiente se despresurizd y se

recupero el polimero.
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Figura 8.

Equipo de extraccion con CO; supercritico.

3.2.3 Extraccion con métodos alternativos: extraccion con agentes quimicos.

3.2.3.1 Efecto de la concentracion de los agentes quimicos sobre la recuperacion
de PHB. La solucion obtenida después del proceso de disrupcién celular (bafio de sonicacion
y ultrasonicacién) se centrifugd a 7000 rpm por 15 minutos a 4°C, para recoger en un
precipitado los restos celulares y el biopolimero. Seguidamente, se realizé un estudio de las
concentraciones de cada agente quimico para remover el material no-PHB. El estudio de las
concentraciones de los agentes hipoclorito de sodio y perdxido de hidrogeno se realizd
agregando 6 mL del agente a 300 mg del precipitado obtenido después de la disrupcién

celular en las siguientes concentraciones:
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Tabla 1.

Variaciones de las concentraciones para los agentes quimicos.

Agente quimico Concentraciones
Hipoclorito de sodio 5%,10% y 15%
Peroxido de hidrogeno 10%, 20% y 30%

El recipiente que contenia la solucion precipitado-agente quimico se mantuvo en un
bafio refrigerado en el menor tiempo posible. Seguidamente se centrifug6 a 7500 rpm por 10
minutos a 4°C. Por ultimo, el producto obtenido se liofilizo por 48 horas y se tomd el peso

seco de la hojuela de PHB.

3.2.4 Extraccion con el agente surfactante y purificacion con el disolvente polar.

Una vez establecido el agente quimico con su respectiva concentracion. Se procedio
a lavar dos veces el precipitado que contenia el polimero y los restos celulares con 12 mL de
una suspension 1:1 de SDS (0,5%)-agente quimico a 7500 rpm por 10 minutos a 4°C . Se
descartd el sobrenadante resultante y la hojuela de PHB resultante se lavo dos veces con 6
mL de etanol absoluto y agua tipo | en proporcion 7:3 a 7500 rpm por 10 minutos a 4°C.
Finalmente la hojuela de PHB lavada se sec6 a 50°C por 8 horas. Para los lavados se coloco

la solucion en un agitador vortex para suspender las muestras.
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Figura 9.
Esquema para el procedimiento de extraccion con SDS-agente quimico y posterior

purificacion con etanol.

U

12 mL de una
suspension 1:1 de
SDS (0.5%)-agente
quimico

6 mL de etanol
absoluto v agua tipo I
en proporcion 7:3

8 horas a 50° C.

7500 rpm por 10 minutos a 7500 rpm por 10 minutos a
4°C 4oC

Cuando los tubos se sacaron del horno, se tomd el peso seco del tubo con la hojuela
de PHB, de manera que al restarle el peso del tubo vacio, se obtuvo el peso del PHB extraido.
Se reporto su concentracion en g/L. El porcentaje de acumulacion de PHB (%PHB) se estimo
como la composicion porcentual de PHB presente en la biomasa celular, utilizando la

siguiente férmula:

%PHB = [PHB (g/L) / biomasa seca (g/L)] *100
Cada paso se realizd por triplicado. Cabe destacar que se evalud el proceso de
extraccion con el agente quimico, el surfactante y la posterior purificacion con las muestras

obtenidas después de cada técnica de disrupcion celular.



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 41

3.2.5 Extraccion convencional usando disolventes organicos.

2.1.1.1Extraccion con cloroformo, hipoclorito de sodio y metanol. Para la
extraccion del PHB se seleccion6 el método de (Zhang et al., 2013) con algunas
modificaciones. A 300 mg de biomasa seca, se le adicionaron 15 mL de hipoclorito de sodio
de sodio al 10% (v/v) y 20 mL de cloroformo (99%). La mezcla se incubd a 37 ° C con
con agitacion de 230 rpm durante 2 horas. Una vez disueltos los restos celulares en el
hipoclorito de sodio se procedié a agregar la mezcla en un embudo de decantacién de 250
mL para separar las fases. La fase organica (cloroformo) se separé y se concentr6 en
rotovapor hasta aproximadamente 2,0 a 3,0 mL. El extracto concentrado se afiadié gota a
gota a 10 mL de metanol frio (70% v/v) (0-4 °C), la solucion se mantuvo a una temperatura
de 0 °C durante 30 minutos. Pasado este tiempo se observd un precipitado blanco en la
interface del metanol y el cloroformo. El precipitado se separ6 por evaporacion del disolvente

y se llevé al horno por 8 horas a 50° C.
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Figura 10.
Esquema para la recuperacion del biopolimero por medio del método de extraccidn con

cloroformo, hipoclorito de sodio y metanol.

15 mL de hipoclorito de
sodio al 10% (v/v) y 20 mL
de cloroformo.

Se incubd a 37 ° C, 230 rpm
durante 2 horas.

Formacion de las dos fases:
cloroformo e hipoclorito de
sodio.

Se decant6 para obtener la
fase de cloroformo-PHB.

-5

El precipitado se separ6  Se afiadié gota a gota la
por evaporacion del  solucién a 10 mL de metanol
disolvente. frio (7:3) (0-4 °C)

Se concentr6 la solucion en un

8 horas a 50° C. rotoevaporador

El porcentaje de recuperacion de PHB se hall6 de la misma forma como se determino
en la seccion 4.2.4. El método de cloroformo, hipoclorito de sodio y metanol se seleccion6
porque segun la literatura da buenos resultados de recuperacion del polihidroxibutirato de la
biomasa celular (Pradhan et al., 2017). Adicionalmente, este método de extraccion se uso
como modelo de comparacion de las purezas y rendimientos del PHB obtenidos con los
métodos alternativos. Ademas, los resultados también se compararon con el patron de

poli[(R)-3-acido hidroxibutirico] comercial (Sigma-Aldrich) nimero CAS: 29435-48-1.

3.3 Pruebas de solubilidad.

Para la prueba de solubilidad se pesaron en tubos de vidrio 100 mg del polimero

obtenido después de cada método de extraccion y se adicionaron 5 mL del disolvente
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(cloroformo o tetrahidrofurano). La solucion se calent6 a varias temperaturas (40, 50 y 60

°C) durante 20 minutos. Las pruebas con cada disolvente se realizaron por triplicado.

3.4 Obtencion de peliculas bioplasticas.

Se utilizé una solucion de polimero con una concentracion de 0,05 g/ml de PHB en
cloroformo para preparar las peliculas. El polihidroxibutirato se disolvié en cloroformo a
60°C en un equipo Soxhlet, durante aproximadamente 15 minutos. Luego, 5 mL de la
solucidn se virtieron en cajas Petri de vidrio y se llevaron a un desecador durante 24 horas.
Las peliculas formadas después de la evaporacion del solvente se lavaron con etanol: agua
(1:1) para remover cualquier deposito que hubiera quedado en la superficie. Por ultimo, las

peliculas se secaron al vacio y se mantuvieron en el desecador hasta su uso.

3.5 Caracterizacién de PHAs.

Al biopolimero extraido se le realizaron los siguientes andlisis en la Universidad
Industrial de Santander y en el Parque Tecnoldgico Guatiguard, para determinar sus
propiedades estructurales y térmicas. Para los estudios de caracterizacion se utiliz6 como
referencia una muestra de poli[(R)-3-acido hidroxibutirico] comercial (Sigma-Aldrich)

ndimero CAS: 29435-48-1.

3.5.1 Analisis elemental.

El analisis del porcentaje del carbono, hidrogeno, nitrégeno y azufre presente en las
muestras del biopolimero se realiz6 en un equipo Thermo Scientific (Modelo. Flash 2000).

Se colocaron 5 mg de las muestras en el equipo y se utilizd como patron la sulfaminoamida.
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3.5.2 Espectroscopia infrarroja (FTIR).

Los espectros de IR se tomaron en el rango de niimero de onda de 400 a 4000 cm
usando un espectrofotometro infrarrojo (Shimadzu IR Prestige — 21). Se coloc6 una pequefia

cantidad de las muestras en el médulo ATR (reflexidn total atenuada).

3.5.3 Analisis termogravimétrico (TGA).

La temperatura de degradacion térmica de las muestras se midieron por el analisis
termogravimeétrico en un instrumento Mettler Toledo TGA / DSC STARe. Los analisis se
realizaron en un rango de temperatura ambiente hasta 400° C, con una rampa de

calentamiento de 10 °C/min y una atmosfera de nitrégeno.

3.5.4 Calorimetria diferencial de barrido (DSC).

Las propiedades térmicas como punto de fusién (Tm), el punto de degradacion (Td)
y la entalpia de fusion (AH) del polimero obtenido con cada método de extraccion se
determinaron utilizando calorimetria diferencial de barrido (Mettler Toledo TGA / DSC
STARe). Se utilizé una velocidad de calentamiento de 10°C/min, en un rango de 25° C a

400°C y con una atmosfera de nitrdgeno.

3.5.5 Espectrometria de masas (MALDI-TOF).

Para el analisis MALDI se utilizé un espectrometro de masas Bruker UltrafleXtreme
MALDI-TOF (Bruker Daltonics, Billerica, MA) equipado con un laser de Nd: YAG (A=355
nm). Los experimentos de MALDI se hicieron con el instrumento ajustado en modo positivo

(lineal y reflectron).
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Se prepard la solucion del polimero disolviendo 1 mg de PHB en 250 pL de
cloroformo. La solucién se sometio6 a calentamiento y agitacion para asegurar que el polimero
se disolviera. La muestra se preparé mezclando 30 uL de la matriz trans-2- [3- (4-terc-
butilfenil) -2-metil-2-propenilideno] malononitrilo (DCTB) (5mM), con un volumen de 10
uL del analito (se realiz6 el mismo proceso con cada una de las muestras obtenidas por cada
método de extraccion). La muestra se agito en un vortex por 5 minutos. Luego, se depositd 1
puL de la mezcla en un target de acero pulido (MALDI-TARGET Bruker, Billerica, MA)

donde se termino de evaporar el solvente.

3.5.6 Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN H se registraron disolviendo el polimero extraido en
cloroformo deuterado a una concentracién de 10 mg/mL y se analiz6 en un espectrometro

Bruker Avance |11, 400 MHz a 27°C.

4. Discusion de resultados

4.1 Produccion del polihidroxibutirato a partir de Bacillus megaterium B2 y

cuantificacion de la biomasa.

Para el proceso de fermentacion se seleccion6 una relacion C/N de 10 lo que resultd

en una produccion de biomasa de 17,38 g/L.

El proceso de recuperacion del biopolimero de la biomasa se dividio en tres partes:
pretratamiento, extraccién y purificacion. El pretratamiento a la biomasa himeda consistié
en realizar lavados con una solucion de cloruro de sodio al 0.5%. Este tratamiento removid

el medio de cultivo, permitio que las células se deshidrataran, debilitando la firmeza de la
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pared celular y la envoltura, por lo tanto facilitd el siguiente paso que es el proceso de
extraccion. Khosravi y Vasheghani (Khosravi-darani & Vasheghani-farahani, 2004)
realizaron el pretratamiento con cloruro de sodio, expusieron las celulas a NaCl 140 mM y

las calentaron a 60°C por 1 h.

El proceso de secado de la biomasa es un aspecto que debe tenerse en cuenta. Chen'y
su equipo (Chen, Xu, Yang, & Gu, 2001) utilizaron biomasa seca a temperaturas mayores de
60 °C para recuperar el PHB. Sin embargo, el peso molecular del producto fue menor que el
polimero recuperado con la biomasa liofilizada. La razén de la diferencia de rendimientos
entre cada proceso de secado, es porque la degradacion del PHB puede ocurrir a 60°C y
también los materiales celulares se unen fuertemente al PHB. (Khosravi-darani &

Vasheghani-farahani, 2004).

En este trabajo el secado de la biomasa celular, necesario para hallar el peso seco, se
realiz6 mediante liofilizacion. La liofilizacidn evita que los materiales celulares se adhieran
al PHB facilitando su recuperacion. Después de extraido el biopolimero de las células, el
material se secO en una estufa a 50°C, para determinar el peso seco del PHB. Como el paso
final para la recuperacién del polimero fue el lavado con una solucién de etanol y agua (7:3).
Esta solucion se elimina por evaporacion a temperaturas menores de 60°C. Al utilizar una
temperatura de 50°C se evita la degradacion del biopolimero y desde un punto de vista de
ahorro este proceso tiene un menor consumo de energia y su funcionamiento es practico y
comodo. Se tomo este camino para el secado de las muestras debido a que la calidad del

producto y la tasa de recuperacion no deben verse influidas por el método de secado.
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4.2 Extraccion de polihidroxibutirato a partir de Bacillus megaterium B2.

4.2.1 Extraccion con los métodos alternativos: disrupcion celular.

A partir de la biomasa seca, es necesario destruir la membrana celular para extraer las
inclusiones de PHB del citoplasma celular. Como en el citoplasma el granulo de PHB esta
rodeado por una capa de proteinas (Kunasundari & Sudesh, 2011). El enlace de hidrogeno
intramolecular en peptidoglucano proporciona resistencia a la pared bacteriana, lo que
dificulta su ruptura (Dubey et al., 2018). Sin embargo, los métodos de disrupcion celular con
irradiacion por ultrasonidos o por tratamiento con fluidos supercriticos pueden romper la

pared celular bacteriana facilmente sin ninguna descarga al medio ambiente.

Tabla 2.

Comparacion de los rendimientos obtenidos con cada método de disrupcion celular.

Biomasa (g/L) antes Biomasa (g/L) después

del proceso de del proceso de %Biomasa
disrupcion celular disrupcion celular
Bafio de sonicacion 5,16 5,10 98,85
Ultrasonicacion 6,04 5,84 96,69
Didxido de carbono 5.38 4,04 7512

supercritico

Con los resultados de la tabla 2, se puede evidenciar que en el método de disrupcion
celular donde se observa mayor pérdida de la muestra es el cual se utiliz6 didéxido de carbono
supercritico. El 24,88% de muestra que se perdié pudo ser debido a un error humano al
transferir la muestra al dedal de tela. También es posible que las altas presiones que se

manejan en el equipo pudieron haber influido en la degradacion de la biomasa. Por otra parte,
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el uso del bafio de sonicacién tuvo el menor impacto en la remocion de biomasa (1,15%)
seguido por la ultrasonicacion (3,31%). La pérdida de biomasa masa puede ser el resultado
de degradacion de biomoléculas (proteinas, &cidos grasos, carbohidratos) como resultado del

proceso de cavitacion.

4.2.2 Extraccion con métodos alternativos: extraccion con agentes quimicos- hipoclorito
de sodio.

Después de que el contenido celular es liberado por la alteracion de la membrana
celular es necesario extraer el biopolimero de la capside que lo contiene dentro de la célula.
Existen varias alternativas como la disolucion directa del polimero utilizando solventes
organicos o la disolucién de la parte de la biomasa residual no PHB. Tipicamente, el proceso

de extraccion depende de criterios técnicos, econémicos y ambientales.

En nuestro caso, se prefirio la solubilizacion de la biomasa -y no la solubilizacién del
biopolimero- como estrategia de extraccion. La solubilizacién se logra utilizando hipoclorito
de sodio, que debido a sus caracteristicas de agente oxidante, baja volatilidad, y bajo costo
puede ser usado para descomponer la biomasa no-PHB. Cuando los componentes hidréfilos
del material celular no-PHB se convierten en sustancias hidrosolubles, el biopolimero puede
recogerse facilmente utilizando técnicas de separacion como la centrifugacion (Koller &

Niebelschitz, 2013).

4.2.2.1 Efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio sobre la recuperacion
de PHB. La Tabla 3 muestra el efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio sobre la

cantidad de biopolimero recuperado.
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Tabla 3.

Estudio del efecto de la concentracion de hipoclorito de sodio en la recuperacion de PHB.

Biomasa (g/L) PHB (g/L) %PHB
Hipoclorito de sodio (5%0) 2,754 1,734 61,699
Hipoclorito de sodio (10%0) 6,185 2,593 41,925
Hipoclorito de sodio (15%0) 3,130 0,333 10,649

Analizando los datos obtenidos en la tabla 3, el mayor porcentaje de recuperacion se
obtuvo cuando se utilizé una concentracion de hipoclorito de sodio al 5%. Sin embargo,
visualmente (Figura 11A) la hojuela de PHB obtenida demuestra por el color que contiene
bastantes impurezas ocasionadas por restos celulares que no se disolvieron en la solucion de
hipoclorito de sodio. Por otro lado el porcentaje de recuperacion obtenido con la
concentracion de 15% es baja. Indicando que en altas concentraciones el hipoclorito de sodio
produce la escision de la cadena polimérica, lo que provoca la degradacion del PHB. La
digestion de la materia celular utilizando una concentracion de hipoclorito de sodio del 10%
present un porcentaje de recuperacion del 41,925% y un cambi6 de coloracién en la muestra
(Figura 11B). Indicando que a una concentracién del 10% se logré eliminar gran parte de los
residuos celulares. Se utiliz6 un enfriamiento externo para controlar la temperatura y la
espuma que genera la reaccién exotérmica de la biomasa con el hipoclorito de sodio, para asi

evitar la degradacion del polimero.
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Figura 11.
Concentraciones del hipoclorito de sodio empleadas para solubilizar la biomasa residual.

(A) 5%, (B) 10% y (C) 15%.

A) (B) ©

En reportes anteriores Heinrich y su equipo (Heinrich, Madkour, Al-ghamdi, Shabbaj,
& Steinbiichel, 2012) trabajaron con una concentracion de hipoclorito de sodio al 13% para
la extraccion de poli(3-hidroxibutirato) de células de Ralstonia eutropha H16 a gran escala.

Se obtuvo una tasa de recuperacion maxima del 91,32%.

4.2.3 Extraccion con métodos alternativos: extraccion con agentes quimicos — peroxido
de hidrogeno.

El peréxido de hidrogeno es un agente oxidante fuerte con potencial para emplearse
como agente en la extraccion del polihidroxibutirato. Una de las ventajas del peréxido de
hidrogeno es que no deja ningun residuo en el producto y es méas benigno para el medio

ambiente. Por estas razones, es un buen candidato para reemplazar el hipoclorito de sodio.

Los radicales oxigenados originados por el peroxido de hidrogeno pueden degradar
la cadena de peptidoglicano de la pared celular bacteriana. Ademas, la degradacion o

eliminacidn de las proteinas, y del &cido nucleico resultante de la disrupcion de las células es
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importante para evitar la formacién de soluciones de alta viscosidad que pueden interferir en

el proceso de purificacion (Jose et al., 2008).

El peroxido de hidrdgeno se ha estudiado en la extraccion del polihidroxibutirato de
Cupriavidus necator con rendimiento del 66.10% (Rooy, Wahyuni, Syamsiah, & Ismail,
2007). Por otro lado el peroxido de hidrogeno también se ha aplicado en el tratamiento de

efluentes para la eliminacién de contaminantes inorganicos y organicos (Jose et al., 2008).

4.2.3.1 Efecto de la concentracion de del perdxido de hidrogeno sobre la
recuperacion de PHB. Al igual que el hipoclorito de sodio, se utilizaron concentraciones de
peroxido de hidrogeno de 10, 20 y 30% v/v para el tratamiento de la biomasa. Los resultados
del rendimiento se evidencian en la tabla 4. El aumento de la concentracién del peréxido de
hidrogeno no afecta significativamente los rendimientos de PHB, que oscilan entre 70 y 65%.
Esto indica que el perdxido de hidrogeno no solubiliza eficientemente los restos de detritos
celulares. La figura 12 soporta esta observacion, pues la muestra del biopolimero presenta

una coloracién amarillenta.
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Tabla 4.
Estudio de las concentraciones del agente quimico peroxido de hidrogeno para solubilizar

la biomasa residual.

Biomasa (g/L) PHB (g/L) %PHB
Peroxido de hidrogeno (10%) 5,251 3,689 70,252
Perdxido de hidrogeno (20%b) 1,493 0,983 65,848
Perdxido de hidrogeno (30%) 2,811 1,734 61,699

Figura 12.
Biopolimero obtenido de la extraccién utilizando peroxido de hidrogeno al 10% como agente

quimico.

Considerando que no se observa un efecto significativo en la apariencia y

rendimientos del polimero a medida que se aumenta la concentracion de peroxido de
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hidrogeno, se selecciond el tratamiento con hipoclorito de sodio como solvente para la
extraccion. Sin embargo, para mejorar la remocion de los restos celulares, se considerd
utilizar una combinacion de hipoclorito de sodio y dodecilsulfato sddico (SDS) en la

suspension celular.

4.2.4 Extraccion con el agente surfactante y purificacion con el disolvente polar.

Se propuso el uso del surfactante porque en el centro de estudios de investigaciones
ambientales (CEIAM) vya se han realizado pruebas para la recuperacion del
polihidroxibutirato utilizando dodecilsulfato sédico (SDS). El surfactante solubiliza el

material celular no polimérico, como los lipidos de bajo peso molecular.

Tras terminado el proceso de extraccion, se realizaron lavados con etanol, ya que es
un disolvente polar suave que da lugar a un producto puro, inodoro e incoloro. Ademas, con
este proceso de solubilizacidn y precipitacion se mejora considerablemente la pureza del

polimero, porque se remueven residuos de las soluciones que se utilizaron con anterioridad.

Utilizando este enfoque, se procedié a realizar lavados utilizando una combinacién
de SDS e hipoclorito de sodio. Posteriormente se realizaron lavados con etanol para la
purificacion. Este proceso se realizé para las muestras obtenidas después de cada método de

disrupcion celular.



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 54

Tabla 5.
Rendimientos obtenidos al variar el proceso de disrupcién celular y utilizando la

combinacion de SDS, NaClO y C2HsOH.

Biomasa (g/L) PHB (g/L) %PHB
Bafno de sonicacion + SDS +
3,32 1,34 40,28
NaClO + C2HsOH
US + SDS + NaCIlO +
4,78 1,65 34,59
C2HsOH
SCO: + SDS+ NaClO +
12,20 2,76 22,65

C2Hs0OH

Con los resultados indexados en la tabla 5 se puede observar que el método alternativo
donde se utiliz6 como técnica de disrupcion celular el bafio de sonicacién y como solventes
el SDS, hipoclorito de sodio y el etanol present6 el mayor rendimiento con un 40,28%. El
siguiente método en orden descendiente en cuanto al porcentaje de extraccion fue en el cual
se empled ultrasonicacion como técnica de disrupcion celular y como solventes el SDS,
hipoclorito de sodio y el etanol con un 34,59%. El porcentaje de 22,65% obtenido con el
método de dioxido de carbono supercritico, hipoclorito de sodio y etanol pudo ser debido a
que el equipo de didxido de carbono supercritico maneja presiones altas, o que puede

ocasionar escisiones en la cadena del polimero.

Si bien se ha informado que varias especies Bacillus acumulan entre el 9 y el 44,5%
de peso en células secas de PHB, todo esto dependiendo del medio de cultivo y del sustrato

(Borah, Thakur, & Nigam, 2002).
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4.2.5 Extraccion convencional usando disolventes organicos.

4.2.5.1 Extraccion con cloroformo, hipoclorito de sodio y metanol. En este
procedimiento el uso de los productos quimicos produjeron lisis en la célula, destruyendo la
pared celular, y también actuaron en la posterior solubilizacion del PHB liberado. El
hipoclorito de sodio cuando se combind con el cloroformo ayudé a la solubilizacion del PHB.
El ion cloruro de los disolventes halogenados solubilizd el PHB y el NaOCI evitd la
contaminacion del PHB con proteinas y otros compuestos al neutralizar los aminoacidos, lo

que resulté en la formacion de sal y agua (Kurian & Das, 2021).

Tabla 6.
Rendimiento obtenido utilizando el método convencional usando cloroformo, hipoclorito de

sodio y metanol.

Biomasa (g/L) PHB (g/L) %PHB

CHCls + NaCIO + CHsOH 4,09 1,69 41,37

Comparando el rendimiento obtenido de 41,37% para el método donde se utilizd
CHCI3 + NaClO + CH3OH (tabla 6), con el valor obtenido 40,28% para el método de bafio
de sonicacion + SDS + NaClO + C2HsOH (tabla 5), se puede observar que el valor del
rendimiento del método convencional es mayor. Esto pudo haberse generado porque el
agente quimico al entrar en contacto con el polimero durante varios minutos, lleva a que se
rompan enlaces en el polimero y que se disminuya el peso molecular. No obstante, en la
extraccion con el método convencional, cuando los productos quimicos realizan la disrupcion

celular, el PHB inmediatamente entra en contacto con el cloroformo. Provocando que
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disminuya el tiempo de contacto del polimero con el hipoclorito de sodio y evitando su

degradacion.

En la figura 13 se encuentra la evidencia fotografica donde se muestran los polimeros
obtenidos con cada método de extraccion. Se observa que tanto el color como la textura son
semejantes al patron de PHB (figura 13 (B), (C), (D)), dando un buen indicio que las muestras
se encuentran puras. A continuacion, se procedio a realizar la caracterizacion de las muestras

para corroborar la pureza y la identidad del polihidroxibutirato.

Figura 13.
Muestra obtenida por extraccion con Bafio de sonicacion + SDS + NaClO + C2HsOH (A),
extraccion con US + SDS + NaCIlO + C>HsOH (B), extraccion con SCO» + SDS + NaClO

+ C2HsOH (C), extraccion con CHCIz + NaClO + CH3OH (D) y patrén de PHB (E).

Cabe destacar que el producto obtenido por el método de bafio de sonicacion, SDS,
hipoclorito de sodio y etanol presentd una coloracién amarillenta (figura 13A). Indicando

que este proceso no fue lo suficientemente eficaz para eliminar los restos celulares. Incluso



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 57

esto se puede corroborar comparando los resultados del % PHB cuando se implementa la

técnica de disrupcion celular (tabla 5).

4.3 Pruebas de solubilidad.

La solubilidad es una de las propiedades mas importantes de los materiales
poliméricos. La solubilidad del producto obtenido después de los procesos de disrupcion
celular, disolucién de la biomasa y purificacion se determiné a diferentes temperaturas con

cloroformo y tetrahidrofurano.

Con los resultados obtenidos en la tabla 7, se pudo evidenciar que las muestras extraidas con
los métodos de US + SDS + NaCIO + C2HsOH, SCO; + SDS+ NaClO + C2HsOH y CHCI3
+ NaClO + CH3OH son solubles en los dos disolventes a una temperatura de 60°C. Caso
contrario con el estandar de PHB que es insoluble en tetrahidrofurano a las temperaturas de
40, 50 y 60°C. La muestra extraida del método Bafio de sonicacion + SDS + NaCIO +
C2Hs0H no se solubiliz6 con ningun disolvente en ninguna temperatura, esto pudo ser debido

por la alta carga de residuos celulares que aun presenta la muestra.
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Tabla 7.
Pruebas de solubilidad del biopolimero obtenido con cada método de extraccion y del
estdndar de PHB, con variaciones en las temperaturas de los dos diferentes tipos de

disolventes. I: Insoluble, S: soluble, PS: parcialmente soluble.

Cloroformo Tetrahidrofurano
40°C 50°C 60°C 40°C 50°C 60°C
Bafio de sonicacién
+ SDS + NaCIlO +
C2HsOH ' ' ' ' ' '
US + SDS + NaClO
+ C2HsOH S S S I PS S
SCO: + SDS+
NaClO + C2Hs0OH S S S I PS S
CHCIs + NaCIlO +
CH3OH S S S | PS S

Patron de PHB I PS S I I I
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4.4 Obtencion de peliculas bioplasticas.

Los resultados anteriores de solubilidad son fundamentales para que con el producto
final se puedan fabricar peliculas plasticas para empaques por medio de técnicas como el
solvent-casting. Este tipo de técnica es comunmente utilizada y se caracteriza por utilizar un
disolvente para solubilizar el material polimérico. Luego de tener una mezcla en estado
liquido, esta es vertida en un recipiente de vidrio, con el fin de evaporar el disolvente y a su

vez obtener una pelicula.

Figura 14.
Peliculas bioplasticas preparadas a partir del biopolimero recuperado de la biomasa

celular.

En la figura 14 se muestran las peliculas del polimero recuperado con el método de
extraccion US + SDS + NaClO + C2HsOH. Preparadas por medio del método solvent-casting

(con cloroformo).
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45 Caracterizacién de PHAs.

45.1 Andélisis elemental.

Mediante el analisis elemental se puede determinar el contenido de C, H, N, Sen la
muestra. La presencia de restos celulares puede correlacionarse con el contenido de nitrégeno
que arroja el andlisis elemental. En la tabla 8 se muestra el andlisis elemental de los
biopolimeros obtenidos después de cada proceso del tratamiento de extraccion.

Se utilizd una estimacion aproximada de las purezas de los polimeros obtenidos
asumiendo que la suma de todos los porcentajes de los elementos es del 100%, tomando

como base los valores teéricos del PHB (C: 55,8% - O: 37,2% y H: 7,02%)

Tabla 8.
Analisis elemental comparativo de la muestra extraida de la biomasa con los diferentes

métodos de disrupcion celular.

%C %H %N %pureza
Bario de 4719 6,69 6,69 6,34
sonicacion
Ultrasonicacion 48,46 7,07 6,72 5,92
Diéxido de
carbono 45,06 6,59 7,04 1,44

supercritico

Con los valores obtenidos del %N, y del % de pureza se observa que el proceso de

disrupcion celular no elimina restos de proteinas celulares por lo que se procede a analizar
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las muestras después del paso de extraccion con la suspension SDS-hipoclorito de sodio

(10%).

Tabla 9.

Analisis elemental comparativo de la muestra extraida de la biomasa con los dos agentes

quimicos.
%C %H %N %pureza
Hipoclorito de
_ 43,11 7,071 3,59 49,74
sodio + SDS
Perdxido de
hidrogeno (H202) 44,60 7,05 6,67 6,62
+ SDS

En la tabla 9 estan indexados los resultados obtenidos cuando se implementaron los
agentes quimicos (hipoclorito de sodio y peroxido de hidrogeno) en compaiiia del
dodecilsulfato sddico. Se observa claramente que al utilizar el peréxido de hidrogeno, el %N
no disminuye por lo que la muestra ain contiene impurezas. Por el contrario al utilizar el
hipoclorito de sodio si se redujo el %N. Este fendmeno puede estar relacionado con la
solubilidad de las proteinas en los disolventes y la variacién de la solubilidad con la
temperatura. Con los resultados obtenidos de pureza y rendimiento se continud utilizando

hipoclorito de sodio como agente quimico para la extraccion.

Por ultimo se caracterizaron por analisis elemental las muestras después del proceso

de extraccion y de purificacion (tabla 10).
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Tabla 10.
Analisis elemental comparativo de la muestra extraida de la biomasa y de la muestra

patron de Sigma.

%C %H %N %pureza
Bafo de sonicacién
+ SDS + NaCIlO + 42,12 6,94 3,45 51,7
C2Hs0OH
US + SDS + NaCIO
54,33 6,788 0,03 99,58
+ C2HsOH
SCO: + SDS+
31,17 5,65 0,82 88,52
NaClO + C2HsOH
CHCI3 + NaCIO +
50,33 6,957 0,29 95,94
CH3OH
Estandar de PHB 66,77 7,674 0,12 98,32

Se puede observar en la tabla 10 un cambio significativo en el %N y por ende en la
pureza. Por lo que se puede inferir que tanto el proceso de disrupcion celular como el proceso
de extraccion con SDS-hipoclorito de sodio y purificacién son esenciales para obtener un
polimero con un alto porcentaje de pureza. EI método de extraccion donde se implement6 la
ultrasonicacion, dodecilsulfato sédico, hipoclorito de sodio y etanol presentd una pureza del
99.58%. Siendo el método donde maés se eliminaron impurezas causadas por los detritos
celulares. Incluso superando los porcentajes de pureza correspondiente al patron de PHB y

al método convencionalmente utilizado en la literatura. El método de bafio de sonicacion,
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SDS, hipoclorito de sodio y etanol se descartd porque aunque presentd un rendimiento del
40,28%, fue el que obtuvo un menor porcentaje de pureza.
Analisis espectroscopia infrarroja (IR).

Figura 15.

Caracterizacion por FTIR del polimero obtenido por cada técnica de extraccion.
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En la figura 15 se muestran los espectros FTIR del estandar de polihidroxibutirato y
de los polimeros extraidos de la biomasa por medio de los tres diferentes métodos alternativos
y por el método convencional.

Todas las muestras mostraron la banda cerca de 1720-1726 cm™, que es responsable
de la vibracion de estiramiento del carbonilo del éster (C = O). Cuya presencia por debajo de
1730 cm™ se asocia a la regidn cristalina de los homopolimeros de PHB (Gahlawat & Soni,
2019). Ademas, los picos de absorcién de los grupos metileno (CH2) y metilo (CHz) se
observan en la region de 2500 a 3500 cm™, concretamente las sefiales a 2932 y 2975 cm™.
La bandas 1277 cm™ y 1227 cm™ se deben a la vibracion de estiramiento C-O-C presente en

la muestra (Martinez-herrera et al., 2020b).
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Tabla 11.

65

Resumen de los resultados de FTIR del PHB extraido por los diferentes métodos de

extraccion y del estdndar de PHB.

NUmero de onda en cm?

PHB de BS PHB de US PHB de PHB de
Banda +SDS + +SDS+ SCO.+SDS CHCls+  Estandar
NaClO + NaClO + + NaClO + NaClO + de PHB
C2H50H C2HsOH C2HsOH CH30OH
O-H 3329 - - - -
Estiramiento
2975 2975 2975 2975 2975
CHs
Estiramiento
2933 2932 2932 2932 2932
CH>
Tensiéon C=0 1723 1723 1722 1719 1722
Flexion
e 1454-
asimétrica de 1452-1378 1454-1379 1454-1379 1452-1379 1379
CH>— CHs
Estiramiento
1277-
del enlace C- 1277-1227 1277-1227 1279-1227 1275-1223 1997
O-C
Estiramiento
1046-978 1054-980 1054-980 1043-977 1054-980
del enlace C-C
Flexion N-H 1647- 1539 - - - -
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De acuerdo con lo observado en la tabla 11, se registra un patron de bandas similar
en la muestra de referencia y en las muestras que se evaluaron con cada tratamiento. Por otro
lado con el método en el que se utilizo Bafio de sonicacion (BS) + SDS + NaClO + C2HsOH,
se evidencia la aparicion de las bandas 1647- 1524 cm™ que corresponden a la flexion N-H.
Representando que al utilizar este método no se obtiene una buena eliminacion de los restos

celulares.

Por ultimo cabe destacar que no hubo diferencias significativas entre las propiedades
y caracteristicas del biopolimero cuando se emplearon los métodos de extraccion alternativos

comparando con el método convencional y con la muestra de referencia.

4.5.2 Anélisis termogravimétrico (TGA).

En la técnica experimental del andlisis termogravimétrico se mide la masa en funcién
de la temperatura o del tiempo. Para el caso de los polimeros esta técnica propone las
condiciones de procesabilidad del material y su aplicacion final (Israni, Venkatachalam,
Gajaraj, Varalakshmi, & Shivakumar, 2020). Por lo que es importante determinar la
estabilidad térmica y el patron de descomposicion de la muestra en términos de pérdida de
peso.

En los perfiles de degradacidn obtenidos por el analisis termogravimetrico (figura 16)
se observa que el PHB sintetizado por el método de bafio de sonicacion (BS), dodecilsulfato
sodico, hipoclorito de sodio y etanol presenta una pérdida de peso (en el rango de temperatura
de 120-130°C) que corresponde a la evaporacion de los disolventes fisicamente absorbidos
en el polimero. La préxima pérdida de peso la presentan todos los biopolimeros sintetizados
y el estandar de PHB, que corresponde a la degradacion térmica del PHB. Esta se produce

rapidamente cerca al punto de fusion debido al proceso de escision aleatoria de la cadena
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(que implica la escision de los enlaces C=0 y C-O en los enlaces éster por B-escision)

(Pradhan et al., 2017).

Figura 16.
Curvas termogravimétricas de la degradacion térmica del PHB estandar y del PHB obtenido

por los diferentes métodos de extraccion.
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US + SDS + CHCI3 + NaCIO +
NaClO + C2HsOH CH3OH

Las temperaturas de degradacién de los polimeros recuperados de la biomasa residual
(tabla 12) exceptuando el polimero donde se utilizé diéxido de carbono supercritico
presentan valores mayores que el obtenido con el estandar de PHB. EIl valor mas alto de

temperatura de degradacion es el de 273,1°C que corresponde al método de bafio de
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sonicacién (BS), dodecilsulfato sodico, hipoclorito de sodio y etanol. Sin embargo,
observando el perfil de degradacion (figura 16) la curva muestra picos u hombros diferentes
a lo esperado, por lo tanto, se deduce que hay presencia de impurezas 0 compuestos ajenos
al PHB. La temperatura de 239,0 °C que corresponde al método de ultrasonicacion,
dodecilsulfato sodico, hipoclorito de sodio y etanol, presenta el mejor perfil de degradacion
sin hombros diferentes a los esperados. Ademas, es la temperatura mas cercana a la
temperatura del método de la dispersion hipoclorito de sodio y cloroformo.

El dltimo paso donde se observa pérdida de peso en el rango de temperatura de 270-
300°C contribuye a la descomposicién del polimero, dando lugar a la formacion de éacido

crotonico.
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Tabla 12.
Propiedades térmicas adquiridas a partir del analisis TGA para cada método de extraccion

empleado en este trabajo, comparando los resultados obtenidos con la literatura.

Degradacion Descomposicion Masa ]
_ Referencia
(°C) °O) residual %
BS + SDS + ]
273,1 277,6 22,55 En este trabajo
NaClO + C;HsOH
US + SDS + ]
239,0 273,0 8,80 En este trabajo
NaClO + C2HsOH
SCO; + SDS + )
183,6 240,8 7,91 En este trabajo
NaCIlO + CoHsOH
CHCIs + NaCIO + )
246,4 292,1 28,61 En este trabajo
CH3OH
Estandar De PHB 210,6 270,6 - En este trabajo
Dispersion de (Israni et al.,
255,9 271,6 2,5
CHCIs + NaCIO 2020)

En la tabla 12 se observan todos los datos cuantitativos de las propiedades térmicas
de los polimeros recuperados de la biomasa por cada método de extraccion, comparando los
valores con los encontrados en la literatura. El porcentaje de masa residual que queda al final
del proceso térmico puede representar residuos de déxidos metélicos y cenizas de sales
inorganicas.

Entre todos los polimeros recuperados de la biomasa, se observa que el PHB extraido

con el método de ultrasonicacion, dodecilsulfato sddico, hipoclorito de sodio y etanol tiene
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una mayor estabilidad térmica indicada por temperaturas relativamente mas altas. La poca
variacion de temperaturas que existe comparando con el patrén y con los valores hallados en

la literatura se debe al tipo de microorganismo y al sustrato utilizado.

4.5.3 Anadlisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC).

La calorimetria diferencial de barrido es una técnica que proporciona analisis
cuantitativos de las propiedades finales de los materiales. Por medio de esta técnica se estudia
los procesos donde se presentan una variacion de entalpia como calores especificos, puntos
de ebullicion y fusion, entalpias de reaccion, etc. (Pradhan, 2018).

Se empled la técnica de DSC para analizar las transiciones térmicas del polimero ya
que es un pardmetro importante para identificar las aplicaciones potenciales de este
biomaterial. En los termogramas DSC se reportan dos picos endotérmicos que corresponden
a la temperatura de fusion (Tm) y a la temperatura de degradacion (Td) para el
polihidroxibutirato recuperado utilizando diferentes métodos de extraccion (figura 17). En el
andlisis de los termogramas se puede inferir que las temperaturas de fusion si se vieron
afectadas significativamente por el método de extraccion utilizado. Asimismo, los
termogramas A y E (figura 17) presentan una variacion en la linea base, esto puede ser debido
a un cambio en la capacidad calorifica o en la masa de la muestra.(Ramirez Perez & Sanchez

vargas, 2019).
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Figura 17.

71

Termogramas de Calorimetria diferencial de barrido (DSC). PHB extraido utilizando BS +

SDS + NaClO + CzHs0OH (A), PHB extraido utilizando US + SDS + NaClO + C,HsOH (B),

PHB extraido utilizando SCO, + SDS+ NaClO + C,HsOH (C), PHB extraido utilizando

CHCI3 + NaCIO + CH3OH (D) y estandar de PHB (E).
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En la tabla 13 se muestran todos los datos indexados de los termogramas. Midiendo

el area del pico que tenemos para la fusion del polimero hallamos la entalpia de fusion de la

muestra (AHm). No se pudo calcular la entalpia de fusion del PHB recuperado de la muestra
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donde se utiliz6 didxido de carbono supercritico, hipoclorito de sodio y etanol debido a que
la zona donde saldria el pico de fusion (figura 17(c)) presentd varios picos. Indicando que la

muestra contiene impurezas.

Tabla 13.
Propiedades térmicas adquiridas a partir del analisis DSC para cada método de extraccion

empleado en este trabajo, comparando los resultados obtenidos con la literatura.

Tm (°C) Tda (°C) AHm (J/9) Referencia
BS+ SDS + .
NaCIO + C,HsOH 142.92 278.32 20.67 En este trabajo
Ultrasonicacion +
SDS + NaCIlO + 166.76 267.92 33.27 En este trabajo
C2HsOH
SCO; + SDS + .
NaCIO + CoH<OH - 278,83 - En este trabajo
CHCIs + NaCIO + .
CH:OH 165.61 294.92 23,64 En este trabajo
Estandar de PHB 174.62 248.63 38.05 En este trabajo
Disrupcion (Xiao, Jiao, Xiao, &
mecénica (mortero) 175.8 285 51.87 Ji,ao 2’0 1) ’
+ CHCI3+ CH3OH ’
(Pérez-arauz, Aguilar-
CHCI3 + NaCIO + rabiela, VVargas-torres,
159.4 NR 2.4
CH3OH 59 3 & Rodriguez-hernéndez,

2019)




EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 73

El termograma DSC (figura 17(B)) del biopolimero extraido con ultrasonicacion,
dodecilsulfato sédico, hipoclorito de sodio y etanol mostrdé una temperatura de fusion de
166.76 °C y una entalpia de fusién de 33.27. Por medio de esta técnica de extraccion se
obtuvieron las propiedades térmicas mas cercanas a los valores obtenidos con el estandar de
PHB. Asimismo, los valores de las temperaturas de degradacién del PHB obtenido con los
diferentes métodos de extraccion empleados en este trabajo son mayores que la temperatura
de degradacion del estandar de PHB (tabla 13). Demostrando que el PHB producido tiene

una mayor resistencia a la degradacion térmica en comparacion con el estandar de PHB.

La razon detras de las variaciones del punto de fusion, podria ser debido a la
diferencia en la cristalinidad y en el peso molecular del polimero. El medio de crecimiento y
el protocolo de extraccion influyen en la resistencia térmica debido a la formacién de PHB
con diferentes pesos moleculares (Martinez-herrera et al., 2020b). Los valores obtenidos del
punto de fusion utilizando los métodos de extraccion a comparacion del PHB comercial,
indica que el polimero recuperado de la bacteria Bacillus megaterium B2 tiene un bajo peso
molecular. No obstante, al tener un bajo peso molecular indica una baja cristalinidad y en
consecuencia baja flexibilidad y resistencia a la tension mecanica. Por lo que el biopolimero
obtenido seria adecuado para la fabricacion de botellas de plastico, envases de alimentos y

peliculas resistentes al agua (Hsu, 2013).

Pérez y su equipo (Pérez-arauz et al., 2019) reportaron resultados similares en
diferentes condiciones ambientales para la produccién de PHASs con temperaturas de fusién

en el rango de 146 a 153 °C.
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4.5.4 Analisis espectrometria de masas (MALDI-TOF).

La eleccion de la ionizacion por desorcion laser asistida por una matriz (MALDI)
para el analisis de polimeros sintéticos o de origen natural suele proporcionar iones
cuasimoleculares intactos y con carga simple en un rango de masas esencialmente limitado
(Gross, 2004). Una de las caracteristicas méas relevantes de todos los materiales poliméricos
es que su espectro de masas tendrd un comportamiento similar a una distribucion Gaussiana

0 una campana de Gauss (Montaudo, Samperi, & Montaudo, 2006).

Los pardmetros méas importantes que se pueden determinar mediante MALDI son el
peso molecular promedio en nimero (Mn) y el peso molecular promedio en peso (Mw) que

se calculan a partir de las siguientes ecuaciones:

Mn = 2NM, , Mw = 2NMS
Z Ni Z NiMi
Donde Mi representa el peso de una cadena de polimero y Ni es el nimero de cadenas
con ese mismo peso molecular. Los valores del peso molecular promedio en nimero vy el
peso molecular promedio en peso se pueden relacionar para hallar la distribucion del peso
molecular y de esta manera explicar la polidispersidad (PD). La polidispersidad se halla

mediante la siguiente ecuacion:
M
PD= %
Mn

En las figuras 18 y 19 se observan los espectros de masas en modo reflectrén y lineal

respectivamente de la muestra extraida con el método donde se empled la ultrasonicacion, el
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surfactante dodecilsulfato sddico, hipoclorito de sodio y etanol, ambos espectros de masas
van desde las masas 1000 a 6000. En el modo lineal se permite ver la presencia de especies
a mayores masas. Sin embargo, en este caso comparando el rango de masas de las figuras 18
y 19 se observa que no hay una gran diferencia entre los resultados obtenidos entre el modo
lineal y el modo reflectron. Esto se puede corroborar con los espectros en modo lineal y
reflectron del patron de PHB (figuras 20 y 21). Por ende se escogié el modo reflectron para

tomar los espectros de las muestras faltantes.

Figura 18.
Espectro de masas de la muestra extraida con ultrasonicacion + SDS + NaClO + C2HsOH

en modo reflectron.
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Figura 19.
Espectro de masas de la muestra extraida con ultrasonicacion + SDS + NaClO + C2HsOH

en modo lineal.
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Figura 20.

Espectro de masas de la muestra extraida con SCO. + SDS + NaCIlO + C>HsOH en modo

reflectron.
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Figura 21.
Espectro de masas de la muestra extraida con CHCI; + NaCIO + CHsOH en modo

reflectron.
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Para los espectros de las muestras extraidas tanto de los métodos alternativos como
del método convencional presentaron una distribucion gaussiana caracteristica de los
polimeros. Por otra parte, se detectaron sefiales de aductos de sodio [M+Na]" y de potasio
[M+K]", debido a que estos elementos se encuentran presentes en el caldo de cultivo donde
crece la bacteria productora de PHB. Cuando se realiza un acercamiento a cada espectro, se
puede observar el mismo comportamiento de una repeticion monotoénica (86 Da) de unidades
monoméricas que corresponden al acido 3-hidroxibutirico. La técnica MALDI permite
observar que la estructura es Unica y pertenece al homopolimero con la formula molecular
(C4HsO2)n, donde n puede variar de 10 hasta 50 unidades. Gracias a esta informacion se puede

clasificar el polimero como un poliéster de longitud de cadena corta (tipo scl-PHB).



EXTRACCION Y CARACTERIZACION DEL POLIHIDROXIBUTIRATO 78

Figura 22.

Espectro de masas del patron de PHB en modo reflectrdn.
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Figura 23.

Espectro de masas del patron de PHB en modo lineal.
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Cabe destacar que lo importante de los espectros (figuras 18-23) es el efecto de los
métodos de extraccion utilizados en el peso molecular promedio en nimero (My) y en la
polidispersidad (PD). En la tabla 14 se indexan los resultados obtenidos en modo reflectron

para cada método.

Tabla 14.

Resumen de los resultados del andlisis por espectrometria de masas del PHB sintetizado por

Bacillus megaterium B2 y del estandar de PHB.

Método de extraccion Mn PD
US + SDS + NaClO + C,HsOH 1559,00 1,26
SCO; + SDS + NaCIlO +
2116,47 1,17
C>HsOH
CHCIs + NaCIlO + CH30H 2277,95 1,12
Patréon de PHB 2186,65 1,17

Para todos los métodos, la polidispersidad de los polimeros extraidos muestra la
diferenciacion que se presenta por los pesos moleculares y la amplitud de las distintas
cadenas de una muestra de polimero. Normalmente el valor de la polidispersidad es >1,
ningun polimero tiene un valor de polidispersidad igual a 1, debido a que eso significa que
todas las cadenas son iguales.

Los valores obtenidos para el patron de PHB, para el método convencional y para el
método donde se utiliza US + SDS + NaClO + C>HsOH, muestra que independientemente

del disolvente, el tiempo de extraccion o la técnica para la disrupcion celular, los pesos
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moleculares promedios de los polimeros extraidos no se vieron afectados de forma
significativa. No obstante, la extraccion con SCO; + SDS + NaClO + C2HsOH se observa
por el valor del peso molecular promedio y por el valor de la polidispersidad que hay una
pérdida de masa molar debido a la escision aleatoria y del extremo de la cadena de las
macromoléculas de PHB.

Heinrich y su equipo (Heinrich et al., 2012) extrajeron el polihidroxibutirato de una
cepa recombinante de S. blattae ATCC 33430 con un método de extraccion usando
hipoclorito de sodio al 13% obteniendo un porcentaje de recuperacion del 9,8% (p/p) y una
polidispersidad de 1,45.

Aunque no se pudo calcular el peso molecular del polihidroxibutirato por medio de
MALDI, los resultados obtenidos del MALDI confirmaron la estructura del polimero y

determino con precisién las masas de los monémeros.

4.5.5 Anadlisis por resonancia magnética nuclear (RMN)

Con los resultados de las caracterizaciones obtenidos anteriormente, se descarta el
método donde se utilizé didxido de carbono supercritico, SDS, hipoclorito de sodio y etanol.
Por lo que el método que tiene potencial para recuperar el polimero de las células es el cual
se utiliza ultrasonicacion, SDS, hipoclorito de sodio y etanol.

Por resonancia magnética nuclear se procedi6 a estudiar las preferencias
conformacionales del PHB obtenido por el método de ultrasonicacion, SDS, hipoclorito de

sodio y etanol.
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Figura 24.

Estructura del polihidroxibutirato enumerado con sus respectivos protones.
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En la figura 24 se enumeraron los protones del monémero de PHB para la asignacion

de las sefales.

Figura 25.

Espectro *H-RMN del polihidroxibutirato extraido con el método de ultrasonicacion, SDS,

hipoclorito de sodio y etanol.
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El espectro de H-RMN del polihidroxibutirato extraido por el método de
ultrasonicacion, SDS, hipoclorito de sodio y etanol, mostrd la presencia de tres grupos de
sefiales caracteristicas del homopolimero PHB. Se evidencia el doblete en 6 = 1.18 y 1.24
ppm debido al grupo metilo (3) acoplado a un proton (1). El doblete de cuadruplete a 6 =
2.35 y 2.60 ppm, atribuido al grupo metileno (2) adyacente a un carbono quiral, y el
multiplete a 6 = 5.14 y 5.24 ppm debido al grupo metino (1). El pico adicional observado en

el rango & = 1.54 a 1.60 puede atribuirse a la presencia residual de agua.

5. Conclusiones

La especie Bacillus fue capaz de consumir y bioconvertir eficazmente el mucilago de
cacao en polihidroxibutirato (PHB). Para el proceso de extraccion del polihidroxibutirato a
partir del microorganimo Bacillus megaterium B2 se desarrollé un método amigable con el
medio ambiente y rentable. En el paso de la disrupcion celular, el ultrasonido fue el que
presentd menor pérdida de biomasa. El hipoclorito de sodio, el dodecilsulfato sédico y el
etanol eliminaron eficazmente los restos celulares con un porcentaje de recuperacion del
polimero del 34,59% cercano al 41,37% obtenido con la extraccion utilizando solventes
clorados. A partir del analisis elemental se evidencio que el porcentaje de pureza del PHB
recuperado resultd ser del 99,58% para el método de extraccién donde se utilizd
ultrasonicacion, hipoclorito de sodio, dodecilulfato sédico y etanol. Incluso este método
alternativo super6 en pureza al patron de PHB.

Por FTIR se confirmaron la presencia de los grupos funcionales requeridos en el PHB.
Los resultados de la caracterizacion por DSC y TGA mostraron diferencias significativas en

las propiedades térmicas de los polimeros recuperados con cada método de extraccién. En
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los resultados de TGA se evidencio una mejor estabilidad térmica para los polimeros
sintetizados que para el estdndar de PHB. Por MALDI-TOF se confirmé la identidad como
polihidroxibutirato. Ademas, por *H-RMN se puede concluir que las células de Bacillus
megaterium B2 cultivadas con mucilago de cacao como fuente de carbono producen PHA
exclusivamente en forma de PHB. La razon probable detras de las diferencias en los
resultados obtenidos por TGA, DSC Y MALDI-TOF podria deberse a la variacion en la
cristalinidad y el peso molecular de la matriz polimérica. Sin embargo, por el método donde
se empled ultrasonicacion, hipoclorito de sodio, dodecilsulfato sédico y etanol las
propiedades fisicoquimicas y espectroscopicas del PHB son similares a las del PHB estandar

y al PHB extraido con solventes clorados.

6. Recomendaciones

Se recomienda en los préximos estudios aumentar la productividad y el porcentaje de
acumulacion variando el régimen de alimentacién y el efecto de la concentracion de carbono-
nitrdgeno. Ademas, escalar la produccion a un nivel mayor de 4 L para poder implementar

el método de extraccion a mayor escala.

Adicionalmente, para complementar la informacién aportada por el MALDI, se
podria implementar la técnica de la cromatografia de penetracion con gel (GPC). La cual
brinda informacion sobre el tamafio aproximado de los polimeros, aunque la confiabilidad

del método es baja y depende de la solubilidad de los monomeros.
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Por ultimo para la aplicacion en un futuro de las peliculas bioplasticas de PHB, se
recomienda ampliar los estudios sobre el tema y realizar pruebas de las propiedades

mecanicas.
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