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Resumen

Titulo: Evaluacion de la cascara de papaya como sustrato nutricional para la produccion de

bioplastico en bacterias productoras de polihidroxialcanoatos (PHA)*
Autor: Julian Ricardo Gonzélez Corredor™**
Palabras Clave: Bioplastico, polihidroxialcanoatos, cascara de papaya, Bacillus thuringiensis.

Descripcion: Los plasticos convencionales, derivados de recursos fosiles, son ampliamente
utilizados en la industria y en nuestro diario vivir, sin embargo, su naturaleza no renovable y su
alta resistencia a la biodegradacion generan gran acumulacion de residuos con efectos negativos
sobre ecosistemas y la salud. En respuesta a esta problematica, los bioplésticos tipo
polihidroxialcanoatos (PHA), producidos intracelularmente por diversos microorganismos como
reserva de carbono y energia, representan una alternativa sostenible para la sustitucion de plasticos
de origen fosil. No obstante, su alto costo de produccion asociado principalmente a los sustratos
empleados, ha limitado fuertemente su competitividad. Bajo este contexto, el aprovechamiento de
subproductos agricolas, como los residuos de frutas y verduras, representan una estrategia clave
para reducir costos de produccion, fomentar la economia circular y mitigar la contaminacion
ambiental. La presente investigacion tuvo como objetivo evaluar y optimizar la produccion de
PHA utilizando un extracto de cascara de papaya con una cepa nativa bacteriana de Bacillus
thuringiensis, mediante un disefio central compuesto por superficies de respuesta (CCD — RSM).
Este analisis permitio establecer las condiciones optimas de cultivo (31 °C, pH 5.6, 10.10 g/L en
azucares reductores y 4.0% v/v de inoculo), bajo las cuales la cepa Bacillus thuringiensis produjo
una acumulacion total de 2.67 g/ de PHA, con un notable porcentaje de acumulacion del 80.8%

(p/p) y una productividad volumétrica de 0.0371 ghi . El biopolimero obtenido fue caracterizado

mediante espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FITR) y espectrometria de masas
ionizacion/desorcion laser asistida por matriz (MALDI TOF/TOF-MS), confirmando su identidad
como poli-3-hidroxibutirato (P(3HB)), con una distribucién molecular monodispersa y pardmetros
comparables a los de un estandar comercial. Estos resultados resaltan el potencial uso de la cascara
de papaya como fuente de carbono renovable y econdmica para la produccion sostenible de
bioplésticos tipo polihidroxialcanoatos, contribuyendo a la valorizacion de residuos y a la
economia regional.

*Trabajo de grado
** Facultad, de Ciencias. Escuela de Quimica. Quimica. Director: William Fernando Hidalgo

Bucheli. Titulo académico completo de mayor rango: Doctor en Quimica
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Abstract

Title: Evaluation of papaya peel as a nutritional substrate for bioplastic production in

polyhydroxyalkanoate (PHA) producing bacteria*
Author: Julidn Ricardo Gonzéalez Corredor™*
Keywords: Bioplastic, polyhydroxyalkanoates, papaya peel, Bacillus thuringiensis.

Description: Conventional plastics, derived from fossil resources, are widely used in industry
and in our daily lives, however, their non-renewable nature and high resistance to biodegradation
generate a large accumulation of waste with negative effects on ecosystems and health. In response
to this problem, polyhydroxyalkanoate (PHA) bioplastics, produced intracellularly by various
microorganisms as a carbon and energy reserve, represent a sustainable alternative for the
replacement of fossil plastics. However, their high production cost, mainly associated with the
substrates used, has severely limited their competitiveness. In this context, the use of agricultural
by-products, such as fruit and vegetable waste, represents a key strategy to reduce production costs,
promote the circular economy and mitigate environmental pollution. The present research aimed
to evaluate and optimize the production of PHA using a papaya peel extract with a bacterial strain
of Bacillus thuringiensis, by means of a central design composed of response surfaces (CCD -
RSM). This analysis allowed establishing the optimal culture conditions (31 °C, pH 5.6, 10.10 g/L
in reducing sugars and 4.0% v/v inoculum), under which the Bacillus thuringiensis strain produced
a total accumulation of 2.67 g/L PHA; with a yield of 80.8% p/p and a volumetric productivity of

0.0371 ghLL. The obtained biopolymer was characterized by Fourier transform infrared spectroscopy

(FITR) and matrix-assisted laser ionization/desorption mass spectrometry (MALDI TOF/TOF-
MS), confirming its identity as poly-3-hydroxybutyrate (P(3HB)), with a monodisperse molecular
distribution and parameters comparable to those of a commercial standard. These results
demonstrate the potential of papaya peel as a renewable and economical carbon source for the
sustainable production of polyhydroxyalkanoate-type bioplastics, contributing to the valorization
of waste and to the regional economy.

*Degree Work
** Faculty of Sciences. School of Chemistry. Chemistry. Director: William Fernando Hidalgo

Bucheli. Full academic title of highest rank: Doctor in Chemistry
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Introduccion

La elevada contaminacion ambiental de medios terrestres y marinos, debido a la masiva
produccion de polimeros generados a partir de recursos fosiles, representa una fuerte amenaza para
los ecosistemas naturales y desata diversos problemas para la salud publica en general. El aumento
desenfrenado en la produccion y comercializacion de polimeros de toda indole ha alcanzado cifras
de produccion nunca antes vistas. En 2022, se produjeron aproximadamente 413.8 millones de
toneladas métricas, lo que representé un mercado mundial de 712 mil millones de dolares, con
perspectivas de triplicarse para el afo 2060(Statista, 2024). Actualmente, China lidera esta
industria, seguida por Estados Unidos y Canada (Collantes et al., 2017). Especificamente, en
Colombia el consumo per céapita (consumo promedio por persona) ronda los 24 kg por afo, lo que
representa un consumo total de 1.3 millones de toneladas anuales, cifra de la cual el 56%
corresponde a plasticos de un solo uso, como empaques y envases de tereftalato de polietileno
(PET). Siendo el polietileno (PE), poliestireno (PS) y el polipropileno (PP), los principales tipos
de plésticos que abarcan la mayor parte del mercado y que tienen una gran demanda industrial

(EMR, 2025).

La alta resistencia a la degradacion y durabilidad de los plasticos sintéticos los han
convertido en un desecho dificil de eliminar y reciclar; la crisis actual por plasticos revela que solo
se recicla el 9% de lo que se consume, mientras que el porcentaje restante termina en ecosistemas
naturales generando desafios ambientales significativos (Walker & Fequet, 2023). En particular los
plasticos representan una amenaza para la salud publica, con efectos altamente perjudiciales en
sistemas vitales como el renal, gastrointestinal y respiratorio, atribuidos especialmente a la
exposicion a microplasticos (Prata et al., 2020). Estas microparticulas, con tamafos entre 5 nm y

100 nm, se originan mediante la fragmentacion progresiva de los polimeros sintéticos por procesos
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de erosion del material. Su disposicion representa un gran desafio debido a su masiva dispersion
por los ecosistemas, en especifico por la gran variedad de vias de exposicion (agua principalmente,
aire y algunos alimentos), sus prolongados tiempos de degradacion que superan los 100 afios y su

capacidad para acumularse en la cadena trofica (Campanale et al., 2020; Smith et al., 2018).

De este modo, la necesidad urgente de formular proyectos orientados a mitigar los
problemas derivados de la contaminacion de polimeros fosiles ha impulsado el desarrollo de
materiales alternativos, como las fibras vegetales y los bioplasticos. Dentro de este Gltimo grupo
se encuentra los biopolimeros tipo polihidroxialcanoatos (PHA), los cuales constituyen una
alternativa prometedora para la produccion limpia y sostenible de bioplésticos, gracias a su
biodegradabilidad y a su origen renovable (Getino et al., 2024). No obstante, la produccion de
PHA enfrenta importantes desafios econdmicos, especialmente relacionados con la obtencion de

fuentes de carbono que sean tanto eficientes como sostenibles.

En este contexto, los residuos agricolas (para el caso particular de esta investigacion, la
cascara de papaya), emergen como una alternativa prometedora al ofrecer multiples ventajas:
representa una fuente de carbono renovable, de facil adquisicion y de muy bajo costo. Por ello, se
perfila como una solucion ambiental atractiva dentro de los sistemas de gestion de residuos, al
tiempo que permiten obtener biopolimeros competitivos que podrian eventualmente sustituir a los

plasticos convencionales de origen fosil (Costa et al., 2022).

Adicionalmente, en concordancia con el marco regulatorio nacional, especificamente la ley
2232 de 2022 , que establece medidas para la reduccion gradual de la produccion y consumo de
ciertos productos pasticos de un solo uso y su sustitucion por alternativas sostenibles (Ministerio
de Relaciones Exteriores - Normograma [LEY 2232 de 2022 Congreso Nacional], 2022) , este

proyecto de investigacion evalud el potencial uso de la céscara de papaya como sustrato para la
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produccion de biopolimeros tipo PHA utilizando el microorganismo nativo, Bacillus thuringiensis.
Asimismo, se optimizd el proceso de fermentacion y se analizé su implementacion, desde un

enfoque biotecnologico, como estrategia sostenible en la produccion de biopolimeros.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo general

Evaluar la céscara de papaya como sustrato potencial para la produccion de bioplastico

tipo PHA en microrganismo Bacillus thuringiensis.

1.2 Objetivos especificos

Determinar la composicion y propiedades fisicoquimicas de la cdscara de papaya.

Evaluar y optimizar diferentes condiciones de preparacion de medio de cultivo y

fermentacion microbiana.

Determinar el rendimiento en la produccion de polihidroxialcanoatos bajo condiciones

optimas de cultivo microbiano.

Identificar el biopolimero obtenido mediante espectroscopia infrarroja (FTIR) y MALDI

TOF-TOF.
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2. Marco teorico

2.1 Plasticos biodegradables y polihidroxialcanoatos (PHA)

La implementacion de los plasticos ha sido un proceso evolutivo que abarca
aproximadamente dos siglos. Aunque, en comparacion con otros materiales, los plasticos son
relativamente modernos, su aplicacion en diversos campos ha permitido avances tecnoldgicos sin
precedentes tanto que, hoy en dia, es practicamente imposible vivir nuestra cotidianeidad sin ellos.
Desde hace cerca de 70 anos, la industria del plastico ha crecido de manera desenfrenada,

impactando directa o indirectamente la vida de todos los seres vivos que habitan la tierra (Montero

Clara & Mejia Fabiola, 2008).

El término "plastico" abarca una amplia gama de materiales sintéticos y semisintéticos que
contribuyen a una vida mas limpia, facil, segura y eficiente (Andrady & Neal, 2009). Estos
materiales poliméricos se caracterizan por su capacidad para ser moldeados y procesados de
diversas formas, los cuales se producen principalmente a partir de reservas fosiles, como el
petroleo (Bucknall, 2020). Los plésticos se clasifican en dos categorias principales: termoestables
y termoplasticos. Los termoplasticos pueden reciclarse, fundirse y remoldearse mientras que los
termoestables, una vez endurecidos, no pueden reprocesarse (Bewley et al., 2010). Pese a que
muchos materiales poliméricos son reciclables, el aumento exponencial en su fabricacion y uso ha
superado la capacidad de recoleccion y gestion de estos residuos, generando una problematica

alarmante en términos de reciclaje y contaminacién ambiental (Rinanda et al., 2023).

Como alternativa viable a esta problematica surgieron los plasticos biodegradables, los

cuales, a diferencia de los tradicionales, pueden fabricarse a partir de fuentes renovables y
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sostenibles. Ademas, son capaces de descomponerse en productos inocuos para el medio ambiente

(Di Bartolo et al., 2021).

Los bioplasticos se clasifican principalmente segin su origen y sus caracteristicas
biodegradables, dividiéndose en tres grandes categorias: polimeros obtenidos a partir de biomasa
(polisacaridos como almidon y celulosa, proteinas como caseina y gluten), polimeros derivados de
fuentes renovables de origen biologico (como el acido polilactico, producido a partir de
monoémeros de acido lactico) y polimeros sintetizados por microorganismos, como los

polihidroxialcanoatos (PHA) (Kuddus & Roohi, 2021).

2.1.1 Polihidroxialcanoatos (PHA): Generalidades

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son poliésteres lineales biosintetizados por
microorganismos bajo condiciones de estrés nutricional. En respuesta a este estrés, los PHA se
almacenan intracelularmente como reserva de carbono o energia. Estos biopolimeros son
completamente biodegradables, biocompatibles y presentan propiedades mecanicas similares a los
polimeros tradicionales, de modo que, los hace ideales para ser procesados y transformados en
diferentes productos e insumos comerciales (Kourmentza et al., 2017). La biosintesis puede
realizarse de forma natural por bacterias como Cupriavidus necator y Pseudomonas putida y su
estructura quimica varia segun el tipo de sustrato y las condiciones de cultivo (Koller et al., 2017).
Entre los tipos de PHA mas comunes se encuentran el polihidroxibutirato (PHB) y sus
copolimeros, como el polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV), los cuales ofrecen propiedades

mecanicas similares al polipropileno (PP) y sus derivados(Chen, 2009).
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2.1.2 Propiedades fisicas y quimicas

Los PHA constituyen una familia de biopolimeros con propiedades fisicas y quimicas
unicas que los hacen atractivos para diversas aplicaciones. Estas caracteristicas varian segun el
tipo de polimero. Por ejemplo, el polihidroxibutirato (PHB) presenta una cristalinidad entre el 60-
80%, lo que le confiere alta resistencia a la deformacion mecanica, muy similar a la del
polipropileno. Sin embargo, esta alta cristalinidad también lo hace fragil y quebradizo limitando

asi sus posibles aplicaciones (Barham et al., 1984).

Por otra parte, los PHA presentan propiedades térmicas particulares, con temperaturas de
fusion que normalmente oscilan entre los 50°C y 180°C, dependiendo de su estructura quimica.
Por ejemplo, el PHB tiene una temperatura de fusion de aproximadamente 175°C, mientras que
los copolimeros como el polihidroxibutirato-co-valerato (PHBV) presentan temperaturas de fusion
mas bajas. En términos de empleabilidad, una menor temperatura de fusion facilita su
procesamiento industrial y reduce su fragilidad. Por lo tanto, la variabilidad en las propiedades
térmicas permite adaptar los PHA a aplicaciones especificas que abarcan desde la industria de
envases y productos desechables hasta insumos médicos de alta complejidad y calidad (Doi et al.,

1995).

Quimicamente, los PHA son estables en condiciones ambientales normales; sin embargo,
se degradan rdpidamente en presencia de microorganismos especificos, lo que los hace
especialmente ttiles en productos de corta vida ttil o de uso inmediato. Esta propiedad degradativa
es una de las mas relevantes, ya que los PHA se descomponen en dioxido de carbono y agua en
condiciones aerdbicas, o en metano en condiciones anaerdbicas, sin dejar residuos toxicos al medio

ambiente (Tokiwa & Calabia, 2004).



CASCARA DE PAPAYA COMO SUSTRATO PARA BIOPLASTICO 24

2.1.3 Tipos de PHA y aplicaciones

La estructura general de los polihidroxialcanoatos se muestra en la Figura 1. Esta
compuesta por un grupo carboxilo y un grupo hidroxilo, los cuales forman enlaces de tipo éster y
que dan lugar a cadenas monoméricas cortas, medianas o largas (Garcia et al., 2013). De ahi su
denominacién como poliésteres, ya que se derivan de la union de varios mondémeros de acidos
hidroxialcanoicos. Actualmente se han identificado alrededor de 150 monoémeros de PHA, con
pesos moleculares entre 50 000 y 1 000 000 Da, y se clasifican en grupos segiin el nimero de
carbonos de los monomeros que los conforman (Ver Tabla 1). Adicionalmente, se han reportado

mas de 300 especies bacterianas capaces de sintetizar estos polimeros (Sanchez Safont, 2013).

Figura No. 1 Estructura general de los polihidroxialcanoatos (R = grupos alquilo C1-C13, x =
Cl-C4)
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Nota: Tomado de Bioprocess development for the robust production of polyhydroxyalkanoates
(p.24), por A. Ferre, 2018.

Tabla 1. Clasificacion por grupos de PHA segtn la longitud de la cadena del mondmero.

Grupo R # Carbonos PHA especifico Grupo
metl ~ C4  Poli(3-hidroxibutirato)
Longitud de cadena corta (SCL)
etil Cs Poli(3-hidroxivalerato)
propil | Cé6 | Poli(3-hidroxihexanoato) Longitud de cadena media
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Grupo R # Carbonos PHA especifico Grupo
metl ~ C4  Poli(3-hidroxibutirato)
Longitud de cadena corta (SCL)
etil C5 Poli(3-hidroxivalerato)
| butil | C7 | Poli(3-hidroxiheptanoato) | (MCL)
pentil C8 Poli(3-hidroxioctanoato)
hexil C9 Poli(3-hidroxinonanoato)
heptil C10 Poli(3-hidroxidecanoato)
octil Cl1 Poli(3-hidroxiundecanoato)
nonil C12 Poli(3-hidroxidodecanoato)
decil C13 Poli(3-hidroxitridecanoato)
undecil Cl14 Poli(3-hidroxitetradecanoato)
dodecil C15 | Poli(3-hidroxipentadecanoato) |
tridecil Cl16 Poli(3-hidroxihexadecanoato) Longitud de cadena larga (LCL)
n Cn Poli(3-hidroxi n)

Nota: Adaptado de Start a Research on Biopolymer Polyhydroxyalkanoate (PHA): A Review (p.
708), por Giin et al., 2014.

Los PHA mas comunes contienen entre 3 y 5 d&tomos de carbono en su unidad monomérica.
Entre ellos se encuentran el Poli(3-hidroxibutirato) (PHB) y el copolimero Poli(3-hidroxibutirato-
co-hidroxivalerato) (PHBV) (Figura 2), que son sintetizados frecuentemente por

microorganismos como Cupriavidus necator y Haloferax mediterranei (Giiell Ferré. Anna, 2018).
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Figura No. 2 Estructura del Poli(3-hidroxibutirato-co-hidroxivalerato) (PHBV)
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Nota: Tomado de Bioprocess development for the robust production of polyhydroxyalkanoates (p.
25) por A. Ferre, 2018

Las aplicaciones industriales de estos polimeros se derivan principalmente de sus distintas
propiedades. En el area de la medicina, los PHA han demostrado ser materiales idoneos para su
uso como suturas biodegradables, implantes 6seos y sistemas de liberacion de farmacos. Su
biocompatibilidad y biodegradabilidad los hace especialmente utiles para la fabricacion de
implantes temporales, ya que son absorbidos naturalmente por el cuerpo sin dejar residuos
materiales ni compuestos toxicos producto de su degradacion (Mathuriya & Yakhmi, 2017). Por
ejemplo, el PHB se ha utilizado en la fabricacion de tornillos y placas de sujecion para fracturas
6seas (Figura 3), mientras que el PHBV se ha empleado en la produccion de microesferas para la

liberacion controlada de medicamentos (Williams et al., 1999).

Figura No. 3 Placa de fijacion 6sea de dos pernos fabricada en PHB
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Nota: Tomado de Poly-f3-Hydroxybutyric Acid (PHB) Films and Plates in Defect Covering of the
Osseus Skull in a Rabbit Model (p.6) por (B et al., 2002)

Otra industria de gran relevancia para este tipo de polimeros es la de empaques y embalajes.
Los PHA se utilizan para producir peliculas, botellas y contenedores biodegradables. Su resistencia
a la humedad y capacidad para ser procesados térmicamente los convierten en una alternativa
competitiva frente a sus homoélogos derivados del petroleo y otras fuentes no renovables. Gracias
a sus propiedades biodegradables (Figura 4), estos biopolimeros representan una opcioén viable
para combatir la contaminacién generada por los plasticos convencionales de un solo uso no
biodegradables (Khanna & Srivastava, 2005).

Figura No. 4 Biodegradacion de botella de PHA, tipo BiopolTM, mediante incubacion en lodo
durante 80 dias

Nota: Tomado de novel polyhydroxybutyrate (PHB) production using a waste date seed feedstock

Fuente: (Yousuf & Yousuf, 2017)
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En la agricultura, los PHA se emplean para fabricar peliculas de acolchado termoplésticas
que se degradan naturalmente en el suelo, reduciendo asi la contaminacion por pléasticos (Amelia
et al., 2019). Estas peliculas no solo protegen los cultivos de insectos, hongos y malezas, sino,
ademas, liberan nutrientes de manera controlada, mejorando la fertilidad del suelo (Mooney, 2009)

(Figura 5).

Figura No. 5 Biodegradacion de pelicula de acolchado de PHB para agricultura expuesta en
plantaciones de soja: (a) pelicula original, (b) 45 dias de exposicion, (¢) 70 dias de exposicion.

Nota: Tomado de Electrospun Mats: From White to Transparent with a Drop por (Cimadoro et al.,

2018)

Por su parte la industria textil también se ha beneficiado de estos biopolimeros. Se estan
explorando fibras biodegradables para la produccion de ropa sostenible, ya que su resistencia
mecanica y flexibilidad las convierten en una alternativa prometedora y sustentable frente a fibras
sintéticas contaminantes, como el poliéster. Por ejemplo, el copolimero el poli (3-hidroxibutirato-
co-3hidroxihexanoato) (PHBHHX) se usa actualmente para fabricar hilos y telas que combinan alta
flexibilidad, impermeabilidad, durabilidad y biodegradabilidad, ideales para la confeccion de
uniformes quirdrgicos de un solo uso (Bugnicourt et al., 2014). En este contexto, la empresa

AITEX (Alicante, Espafia) ha alcanzado un logro significativo mediante el proyecto PHB@TEX,
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desarrollando con éxito tejidos biodegradables y sostenibles basados en el biopolimero PHB

(AITEX, 2022).

Figura No. 6 Hilo de PHB, jersey y detalle del tejido confeccionado por tejeduria de punto por trama

Nota: Tomado de Electrospun Mats: From White to Transparent with a Drop por RETEMA, 2024

2.2 Produccion de PHA
2.2.1 Procesos y tecnologias de produccion

La produccion de polihidroxialcanoatos se lleva a cabo mediante fermentacion microbiana.
Se ha demostrado que microorganismos bacterianos como Cupriavidus necator 'y Pseudomonas
putida convierten sustratos de carbono en polimeros intracelulares a través de dos fases
principales: una fase de crecimiento, en la que estos microrganismos se multiplican
exponencialmente, y una fase de acumulacion, en la que las condiciones limitantes de nutrientes
como nitrégeno, fosforo, y carbono inducen la sintesis de PHA a través de diversas vias

metabolicas (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016).
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Actualmente existen tres procesos de fermentacion utilizados en la produccion de PHA:
Batch (por lotes), fed-batch (alimentacion por lotes) y continuo. Cada una de estos procesos
presenta ventajas y desventajas. La fermentacion batch es la mas simple, pero tiene limitaciones
en términos de productividad volumétrica y control. Por otra parte, la fermentacion fed-batch
permite un mayor control sobre la acumulacion de PHA, al poder limitar los nutrientes
selectivamente, lo cual se traduce en mayores rendimientos. Por ultimo, la fermentacion continua,
aunque es la menos comun, resulta Util para la produccion masiva a gran escala, ya que permite un
flujo permanente y constante de sustratos durante periodos prolongados de tiempo (Tao et al.,

2024).

En los ultimos afios se han desarrollado tecnologias alternativas a la fermentacion
tradicional, con el objetivo de mejorar la produccidn, eficiencia y costos de los PHA. Destacan los
biorreactores de alta densidad celular, que permiten alcanzar concentraciones celulares muy
elevadas y, por ende, una mayor productividad de PHA (Koller et al., 2017). Asimismo, en el
ambito de laboratorio se estan explorando y aplicando técnicas de ingenieria metabdlica para
modificar cepas microbianas mejorando su capacidad de acumulacion de PHA. Estos avances no
solo ayudan a reducir los costos y los tiempos de produccion y procesamiento, sino que también
permiten obtener PHAs con propiedades especificas, como mayor o menor rigidez, resistencia

térmica o degradacion segun la fuente de carbono utilizada (Madison & Huisman, 1999).

2.2.2 Fuentes de carbono para la sintesis de PHA

Las fuentes de carbono son un factor clave en la produccion de PHA, ya que determinan
directamente tanto el costo como la sostenibilidad del proceso. Los sustratos comunmente mas
utilizados son los azlicares como glucosa, sacarosa y fructosa; acidos grasos vegetales; y residuos

agricolas, como cascaras de frutas, pulpas mal procesadas, bagazo de cafa o liquidos lixiviados de
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diversas matrices, etc. Estos ultimos resultan especialmente atractivos ya que reducen los costos
de produccion y promueven la economia circular, transformando desechos sin ningun valor

comercial en productos de alto impacto industrial (Victoria et al., 2021) .

Adicionalmente, se han explorado diversas fuentes de carbono no convencionales, como
glicerol crudo, un subproducto de la industria del biodiesel y metano, que puede ser convertido en
PHA por bacterias metanotroficas. Estas fuentes no solo son econdmicas, sino que también
contribuyen significativamente a la reduccion de residuos industriales. En particular, el glicerol
crudo puede ser utilizado efectivamente por cepas como C. necator para producir PHA (Kumar et
al., 2015). Otra fuente prometedora es el dioxido de carbono, que puede ser captado y convertido
por cianobacterias fotosintéticas. Este recurso no solo contribuye a mitigar un gas de efecto
invernadero, sino que también reduce la dependencia de recursos fosiles. Sin embargo, este
enfoque aln presenta limitaciones importantes, ya que la productividad del proceso es baja en
comparacion con otras fuentes de carbono, lo cual restringe su aplicacion a gran escala por el
momento; no obstante, se proyecta como una alternativa viable a mediano plazo (Gonzalez-

Fernandez et al., 2015).

2.2.3 Microrganismos productores de PHA y condiciones optimas

Los PHA son producidos por una amplia variedad de bacterias que los acumulan como
reserva de carbono y energia en condiciones de estrés nutricional. Entre los microorganismos mas
estudiados se encuentran: C. necator, Pseudomonas putida, Bacillus megaterium y Azobacter
vinelandii. Cada una de estas especies presenta caracteristicas particulares tnicas que las hacen

adecuadas para diferentes tipos de sustratos y condiciones de cultivo (Koller et al., 2017).



CASCARA DE PAPAYA COMO SUSTRATO PARA BIOPLASTICO 32

Cupriavidus necator es el microorganismo mas utilizado industrialmente para la
produccion de PHA, debido a su gran capacidad de acumulacion: puede almacenar hasta el 90%
de su peso seco en condiciones Optimas. Esta bacteria metaboliza una amplia variedad de fuentes
de carbono, desde azucares simples hasta acidos grasos complejos, lo que la hace versatil y
eficiente para la produccion a gran escala. Cabe destacar que produce principalmente PHB, un
homopolimero con propiedades mecénicas similares al polipropileno (PP), que le incrementa su

interés e investigacion industrial (G. Q. Chen, 2009b).

Las condiciones optimas para la produccion de PHA varia segin la cepa bacteriana y el
sustrato utilizado. En general, se requiere un pH entre 6.5 y 7.5, temperaturas de entre 30°C y
37°C, y alta concentracion de oxigeno disuelto. Estos pardmetros son criticos para el crecimiento,
ya que un pH fuera del rango Optimo puede inhibir la actividad metabdlica y reducir la
productividad del proceso (Rehman & Aftab, 2016). Adicionalmente, la relacion carbono/nitrégeno
(C/N) del medio, puede favorecer o perjudicar la sintesis de PHA; una relacion C/N alta favorece
la acumulacion de PHA, debido a que limita la disponibilidad de nitrogeno, por el contrario, una
baja relacion C/N promueve el crecimiento celular, pero reduce la acumulacion de PHA (Koller et
al., 2017). La concentracién de fosforo también es importante: en Bacillus megaterium, su
limitacidn induce la sintesis de PHA, aunque una reduccion excesiva puede inhibir el crecimiento
celular (Mozejko-Ciesielska & Kiewisz, 2016). Por tltimo, la disponibilidad de oxigeno es esencial
para mantener una actividad metabolica estable. Se recomienda una saturacion de oxigeno disuelto
en el rango 20% y 40%. Si bien en fermentaciones a pequeia escala este factor no es tan critico,
en procesos industriales a gran escala el control de oxigenacién es un desafio clave, ya que
concentraciones insuficientes pueden limitar significativamente el crecimiento bacteriano

(Guancha et al., 2021).



CASCARA DE PAPAYA COMO SUSTRATO PARA BIOPLASTICO 33

2.2.4 Biosintesis de PHA

El proceso de biosintesis de los polihidroxialcanoatos (PHA) involucra una serie de
reacciones enzimaticas, que son principalmente facilitadas por sintasas especificas de PHA en
microorganismos. Estas rutas son vitales para la fabricacion de plasticos biodegradables, dado que
proporcionan una opcion ecoldgica frente a los plésticos petroquimicos tradicionales. Se puede
categorizar la biosintesis de los PHA en diversas rutas dependiendo del tipo de fuentes de carbono

y los intermediarios metabdlicos empleados (Samrot et al., 2021).

Hasta la fecha, se han identificado ocho vias, de las cuales sobresalen tres como las

principales (G.-Q. Chen, 2010)(Figura No. 7).

Figura No. 7 Vias biosintéticas principales de PHA
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Enlavia 1 (glucdlisis), los aziicares son la fuente de carbono. Primero, estos carbohidratos
simples son convertidos en piruvato mediante la glucolisis y posteriormente en acetil-CoA. Luego

dos moléculas de Acetil-Coa son combinadas mediante la enzima PhaA para formar una molécula
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de acetoacetil-CoA. Estos por medio de la reductasa PhaB los convierte el acetoacetil-CoA en
(R)—3-hidroxibutiril-CoA utilizando NADPH, finalmente el (R)—3-hidroxibutiril-CoA es
polimerizado para producir PHAs. Se destaca que una concentracion excesiva de coenzima A,
inhibe la Pha A, induciendo al acetil-CoA hacia el ciclo de acidos tricarboxilicos (ciclo de Krebs,
TCA) para produccion de energia y crecimiento celular (Nelson & Cox, 2018). No obstante, bajo
condiciones de estrés nutricional, es decir, exceso de carbono y limitacion de nitrogeno o fosforo,
se activan los sistemas enzimaticos de produccion de PHA al encontrar que la concentracion de la
coenzima A no es lo suficientemente alta como para inhibir la PhaA, conduciendo una acumulacion

intracelular de PHA (Jung & Lee, 2000).

En la via 2 (B-oxidacion de acidos grasos), los acidos grasos son la fuente de carbono. En
este proceso, inicialmente, los acidos grasos son convertidos en Acil-CoA utilizado en las
reacciones de B-oxidacion (Talley & Mohiuddin, 2023). Cuatro intermediarios clave regulan el
proceso de sintesis de pHA, por ejemplo, enolil-CoA y 3-cetoacil-CoA son catalizados para formar

(R)—3-hidroxibutiril-CoA, el cual posteriormente es polimerizado para generar PHA.

Por tultimo, la via 3 (biosintesis de acidos grasos), utiliza carbohidratos simples como
fuente de carbono. En donde el acetil-CoA, se convierte en malonil-CoA por accion de la acetil-
CoA carboxilasa (ACC). Posteriormente, la ACP-transacilasa convierte al malonil-CoA en
malonil-ACP el cual es utilizado en la sintesis de acidos grasos (Kusuma et al., 2024). Por otro
lado, el (R)-3-hidroxiacil-ACP es formado y convertido en coenzima A por la transacilasa PhaG.
Finalmente, el (R)-3-hidroxiacil-CoA se polimeriza para formar PHA (Miu et al., 2022).Se resalta

que la polimerizacion final en todas las 3 vias es catalizada por la PHA sintasa o Pha C.
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2.3 Métodos de extraccion y purificacion de PHA

La extraccion y purificacion de los PHA es una etapa crucial para su productividad, ya que
determina la calidad y algunas propiedades finales del biopolimero. Estos métodos deben ser
eficientes, econdomicos y sostenibles. Dado que los PHA se acumulan intracelularmente en forma
de granulos, existen diferentes técnicas para la extraccion y purificacion, los cuales se clasifican

en métodos quimicos, fisicos y biologicos.

2.3.1 Métodos quimicos

Los métodos quimicos son los mas utilizados en la industria debido a su alta eficiencia y
escalabilidad. Consisten en el uso de solventes organicos como cloroformo, diclorometano o
acetona, ya que los PHA son solubles en estos compuestos, mientras que los demas componentes
celulares no lo son. Una vez disueltos, los PHA se precipitan mediante la adiciéon de etanol o
metanol y se purifican por filtracion con membrana o centrifugacion. Este procedimiento es
efectivo, rapido y de complejidad relativamente baja, permitiendo obtener un PHA de alta pureza;
Sin embargo, presenta desventajas importantes, como el elevado costo de los solventes y su
impacto ambiental negativo (Didion et al., 2024). Otra técnica es la digestion alcalina, que emplea
principalmente hidroxido de sodio (NaOH) o hidréxido de potasio (KOH) para romper las
membranas celulares y liberar los granulos. Este método resulta mas econdmico que el uso de
solventes organicos, no obstante, puede degradar parcialmente el PHA, afectando asi sus

propiedades mecanicas (Anis et al., 2013).

2.3.2 Métodos fisicos

Los métodos fisicos son mas respetuosos con el medio ambiente, ya que no requieren
productos quimicos nocivos. Uno de los métodos mas comunes es la ruptura mecéanica de las

células, mediante homogeneizacion a alta presion o molienda de bolas. Este procedimiento es
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efectivo para liberar los granulos intracelulares de PHA, aunque existe el riesgo de dafiar las
cadenas poliméricas del PHA reduciendo la calidad del producto (Kunasundari & Sudesh, 2011).
Otra técnica fisica utilizada es la extraccion por ultrasonido, que emplea ondas de alta frecuencia
para romper las células y liberar los PHA. Este método es menos invasivo y dafiino para el
polimero, permitiendo obtener un PHA de alta calidad. No obstante, presenta limitaciones en su
escalabilidad debido al alto costo de los equipos y al elevado consumo energético (Pradhan et al.,

2017).

2.3.3 Métodos biologicos

Los métodos bioldgicos representan una alternativa sostenible para la extraccion de PHA,
ya que se utilizan enzimas o microorganismos para lisar las células. Por ejemplo, el empleo de
proteasas y lipasas permite degradar las proteinas y los lipidos celulares, dejando intactos los
granulos de PHA. Esta técnica es la mas respetuosa con el medio ambiente, ya que no requiere
solventes ni métodos mecanicos lo cual no genera residuo tdxico alguno, sin embargo, es lento y
costoso con lo cual la eficiencia y la relacidn costo — beneficio se ve impactada de forma
negativamente significativa. Existe otra técnica bioldgica el cual usa bacterias autoliticas, es decir
que son capaces de lisar por si mismas sus células bajo condiciones controladas, este método es
prometedor puesto que no requiere solventes organicos, ni métodos mecéanicos, pero su aplicacion

a gran escala atn estd en desarrollo (CBDS., 2019; Lopez Martinez et al., 2011).
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2.4 Uso de residuos agricolas en la produccion de PHA
2.4.1 Importancia de los residuos como materia prima

La contaminacion ambiental derivada del manejo y disposicion inadecuada de los plasticos
ha impulsado la busqueda de sustitutos sostenibles, derivados de materias primas limpias y
eficientes. En este contexto, el uso de residuos agricolas como sustratos para la produccion de PHA
constituye una estrategia viable y sostenible, que aborda simultaneamente dos de los principales
problemas que la humanidad enfrenta actualmente. Residuos agricolas como cascaras de frutas,
alimentos que no cumplen los estandares de calidad, lixiviados y otros productos ricos en
carbohidratos y proteinas pueden ser aprovechados y metabolizados directamente por
microorganismos productores de PHA. Esta estrategia no solo reduce los costos operacionales de
produccion, sino que también revaloriza materiales que, de otro modo, no tendrian ningiin valor

comercial (Naranjo Vasco, 2010) .

En el caso particular de Colombia, el aprovechamiento de estas materias primas representa
una excelente oportunidad para promover la sostenibilidad, mas en un pais con una gran
produccion agricola. Segun el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA), en 2022 se generaron
aproximadamente 12 millones de toneladas de residuos agricolas, incluyendo cascaras de frutas,
bagazo de cafia de azlcar y rastrojos de cultivos como platano y yuca. Estos residuos, que
tradicionalmente se arrojan a vertederos o se incineran, constituyen una valiosa oportunidad para
la produccion de biopolimeros, al mismo tiempo que reducen el impacto ambiental y generan

insumos comerciales que fortalecen la industria y la econdémica colombiana (Naranjo Vasco, 201).
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2.4.2 Caracterizacion de residuos agricolas para la produccion de PHA

La caracterizacion de los residuos agricolas es un paso primordial para determinar la
viabilidad de la materia prima como sustrato nutricional para el proceso de fermentacion
bacteriana. Un estudio del Servicio Nacional de Aprendizaje (SENA) determiné que los residuos
agricolas mas comunes, como bagazos y pulpas, contienen entre un 40 y un 70 % de carbohidratos
aprovechables, entre un 5 y un 15 % proteinas y entre un 1 y un 5% de lipidos. Estas caracteristicas

los convierten en potenciales vectores de investigacion (Victoria et al., 2018).

Por ejemplo, una investigacion realizada por la Universidad Nacional de Colombia analizo
la composicion quimica de los rastrojos de platano, uno de los cultivos mas abundantes e
importantes del pais. Los resultados mostraron que estos residuos estan compuestos por
aproximadamente 45% celulosa, 25% hemicelulosa y 10% lignina. Mediante procesos de hidrolisis
enzimatica, fue posible convertir el 80% de estos carbohidratos en azlicares fermentables. Aunque
el objetivo principal de esta investigacion era la obtencion de biogds por fermentacion bacteriana
anaerobia, los tratamientos aplicados a estas matrices pueden ser homologados directamente para
la produccion de PHA, lo cual demuestra el potencial de estos residuos en diversas areas de la

academia investigativa (Duran Hernandez, 2020).

Ademés de la composicion quimica, también es de suma importancia evaluar la
disponibilidad de nutrientes y la presencia de posibles inhibidores bacterianos. Algunos residuos
agricolas contienen compuestos inhibidores propios del fruto, del manejo agricola o derivados de
degradacion, asi como otros adquiridos externamente; por ejemplo, a través del uso de quimicos y
pesticidas durante el cultivo, la cosecha o el transporte. Por este motivo, es fundamental realizar
pretratamientos adecuados para minimizar los posibles efectos adversos en los procesos de

fermentacion.
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2.4.3 Aprovechamiento y valorizacion potencial de la cascara de papaya

La eleccion de diversas matrices agroindustriales como materia prima para estudios de
valorizacion se fundamenta como se mencion6 anteriormente, por sus propiedades fisicoquimicas,
no obstante, la ciscara de papaya se posiciona como una fuente prometedora para diversas

aplicaciones puesto que presenta algunas particularidades.

Se compone por una gran cantidad de polisacaridos fermentables y compuestos bioactivos,
lo que la convierte en un recurso valioso para procesos biotecnoldgicos. Especificamente, se
reportan contenidos de carbohidratos totales en la céscara de papaya entre 60-70% con una parte
significativa de celulosa, hemicelulosa y pectinas (Suneetha et al., 2017). Estos polisacéaridos son
de particular interés puesto que pueden ser hidrolizados en azlcares simples, sirviendo como
sustratos en procesos fermentativos para la fabricacion de biocompuestos o biocombustibles
(Jacqueline & Velvizhi, 2024). Adicionalmente, se reportan contenidos entre un 10-15% de
proteinas, y entre un 0.5-3% de lipidos, lo que le confiere un perfil nutricional més relevante en
comparacion de otros residuos (Lu et al., 2021). Se han caracterizado antioxidantes naturales como
carotenoides y flavonoides, compuestos con propiedades beneficiosas para la salud y de gran

interés en la industria alimentaria y farmacéutica (M. Leitdo et al., 2023)

En comparacién con otras matrices lignocelulésicas, como la céscara de mango, o el
bagazo de cafa de azucar, la cascara de papaya se posiciona como una fuente de carbono rica en
nutrientes. Sin embargo, un factor crucial que resalta es su bajo contenido en lignina, la cual, al
ser una molécula compleja, dificulta los procesos hidroliticos de la celulosa y hemicelulosa; por
tanto, su concentracion baja o nula permite que las etapas de hidrdlisis, recuperacion de azucares
y posterior fermentacion sean significativamente mas eficientes y rentables (dos Santos et al.,

2014). Estas caracteristicas fisicoquimicas, combinadas con su alta disponibilidad y bajo costo
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hacen de la cascara de papaya una materia prima ideal para su valorizacion en el desarrollo de

productos de valor agregado como los biopolimeros.

2.4.4 Carica papaya: cultivo y generalidades

La papaya (Carica papaya L.) es un cultivo tropical de relevancia global con un alto
impacto socioecondmico particular para Colombia, posiciondndose actualmente como el
vigesimotercer productor mundial (Murcia, 2023). Esta actividad agricola es fundamental en
algunos departamentos del pais, puesto que genera miles de empleos para las familias que viven
del campo. A nivel global, la papaya es la tercera fruta tropical mas producida, alcanzando un
maximo histérico de 15 Mt producidas en el afio 2023, superada solo por el mango y la pifia
(OCDE-FAO, 2024).EIl consumo mundial de papaya en 2024 fue estimado en aproximadamente

14 Mt, siendo india el mayor consumidor.

En Colombia, la mayor parte de la produccion de papaya es destinada al consumo interno.
No obstante, se evidencian exportaciones anuales por alrededor de 467 000 Kg, generando ventas
por alrededor de 816 000 USD. Sumando ambos mercados (tanto ventas internas como
exportaciones) el aporte economico total del cultivo asciende a 4 millones de USD anuales (Tridge,
2022). Actualmente, la variedad més cultivada corresponde al Hibrido Taniung-1, el cual se
caracteriza por su alta produccion, ideal para los diferentes pisos térmicos del pais, pulpa roja y un
aroma muy caracteristico, con alto contenido de azucar, resistencia a las largas rutas de transporte

terrestre y de gran aceptacion en los mercados locales (Mesa, 2017).

La produccion de papaya en Colombia se concentra en algunos departamentos, en especial,
Cordoba aporta 38.97% de la produccion total nacional con 61 178 toneladas, siendo municipios

como Valencia, Tierralta, Monteria y Cereté los més importantes del departamento, (DANE,
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2019).Sin embargo, esta concentracion localizada genera una gran vulnerabilidad, por ejemplo, en
diciembre de 2023, en la zona del Alto Sint (Valencia — Tierralta) se present6 una sobreproduccion
causando pérdidas estimadas en 13 mil millones de pesos (COP) y el desperdicio de
aproximadamente 27 toneladas de fruta (Barrios, 2023). Por otra parte, departamentos como el
Valle del Cauca contribuyen con aproximadamente 16.59% (28 599 toneladas), este departamento
destaca por su eficiencia ya que produce 68.3 toneladas por hectarea, superando a Cérdoba con
67.7 toneladas por hectarea (Mesa, 2017). El meta represent6 el 11.30% (19 470 toneladas) con
una produccion distribuida entre los municipios de Cabuyaro y Puerto Concordia, seguido de
Antioquia aportando 6.47% (11 153 toneladas) y finalmente Magdalena con el 5.30% (9 136
toneladas) (DANE, 2019). Cabe destacar que estos datos corresponden al ano 2016 puesto que
entidades como el Departamento Administrativo Nacional de Estadistica (DANE) y la Unidad de
Planificacion Rural Agropecuaria (UPRA) desde dicho afio no reportan cifras con este nivel de

detalle.

En cuanto a las exportaciones, los principales destinos en 2023 fueron Aruba generando
beneficios por 204 000 USD, Emiratos Arabes Unidos con 156 000 USD, Curazao con 112.000
USD, Reino Unido con 84.500 USD y Espafia con 74.600 USD. Los mercados de mas rapido
crecimiento con respecto a ese afio fueron Emiratos Arabes Unidos, Espafia y Alemania con un

aumento conjunto de mas de 241 000 USD.

2.4.5 Residuos de papaya, un subproducto subestimado.

A pesar de su valor nutricional y econdmico, el procesamiento y el consumo de la papaya
generan una considerable cantidad de residuos, particularmente la céscara y las semillas, que
actualmente carecen por completo de un valor comercial significativo, y son en su gran mayoria

desechados. Se estima que la cascara y las semillas constituyen entre el 15% y 20% del peso total
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del fruto (Sanchez, 2018), Por lo tanto, considerando la produccion anual de papaya en Colombia,
se puede inferir que una cantidad significativa (entre 53 000 y 80 000 toneladas) de cascaras y
semillas de papaya son potencialmente desperdiciados. Esta gran cantidad de residuos no solo
representa una carga ambiental considerable, sino también una oportunidad muy poco explorada
para valorizar el desarrollo de nuevos productos que tengan gran valor e interés comercial como

los plasticos biobasados(OEC, 2025).

2.4.6 Produccion de PHA a partir de diversas matrices agroindustriales.

Diversos estudios han demostrado la viabilidad de los residuos agroindustriales como
fuente de carbono sostenibles para la produccion de biopolimeros. Entre los residuos mas comunes
encontramos las pulpas y céscaras de frutas como manzana, banano, naranja, uva, mango etc,
(Tabla 2). Entre estos, la cascara de banano destaca como uno de los residuos mas estudiados,
siendo el foco de numerosas publicaciones. Un ejemplo de ello es el trabajo de Kulkarni et al.,
(2015) quienes se reportaron un rendimiento del 71% de PHB utilizando extractos acuosos de
cascara de banano fermentados con la cepa Halomonas campisalis MCM B-1027. Por otro lado,
investigaciones reportadas por Sukan et al., (2014), exploran diferentes métodos de extraccion de
azucares en cascaras de naranja, los cuales posteriormente son fermentados mediante Bacilus
subtilis, alcanzando una produccion de 1.24g/L para el homopolimero PHB, correspondiente a un
rendimiento aproximado del 40%. Otros estudios se han centrado en la riqueza de azucares de
diferentes orujos de frutas. Por ejemplo, Follonier et al. (2014) encontraron que los orujos de
albaricoque, cereza y uva solaris eran particularmente prometedores con recuperaciones de
azucares de 47, 49 y 106 g/L, respectivamente. Finalmente, tras la fermentacién con la cepa
Pseudomonas resinovorans, las uvas Solaris demostraron ser un sustrato de crecimiento muy

prometedor, arrojando un rendimiento de proceso de 21.3 g de PHA por cada litro de hidrolizado
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de orujo utilizado, un valor muy superior al obtenido por el orejo de albaricoque (1.4 g PHA/L

orujo).

Estos ejemplos resaltan la gran versatilidad de las diferentes matrices agroindustriales

como fuentes de carbono sostenibles. Sus caracteristicas fisicoquimicas Unicas permiten la

produccion de biopolimeros de alto interés industrial. Es por ello, que estos subproductos

representan materias primas valiosas que merecen ser evaluadas e investigadas minuciosamente

para determinar su impacto especifico en la produccién de PHA, ya que cada residuo agroindustrial

puede influir en la naturaleza quimica del tipo de PHA biosintetizado.

Tabla 2. Porcentajes de acumulacion total de PHA utilizando residuos de frutas como tnica

fuente de carbono.

Desecho Microorganismo Biomasa PHA PHB 3HV PHBV ~ PHA Referencia
5 gL () o) (H) () (g/L)
Cupriavidus
Pulpa de necator, (Rebocho et
manzana  Pseudomonas el ) - ) Sl al., 2019)
citronellolis
Cascara Halomonas
de banano  campilasis 0.514 i ) ) 23.8 21 (Kulkarni et
Cascare} Halomonqs 0.776 i i i 13.6 0.329 al., 2015)
de naranja campilasis
Cs (Getachew &
aseara - p i cillus spp 7.8 - 2692 - - 2.1  Woldesenbet,
de banano
2016)
Céscara . (Andler et al.,
de uva Bacillus cereus 2.82 - 18.8 - - 0.53 2021)
Pseud (Follonier et
Uvas seudomonas 6.1 233 - - - 142 al, 2014,
resinovorans

2015)
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Uvas

Cascara
de Mango

Cascara
de
Naranja
Cascara
de Papaya
Cascara
de
Naranja
Cascara
de Pina
Corazon
de Pina
Pulpa de
pifia
Cascara
de Melon
Cascara
de Papaya
Cascara
de
Naranja
Cascara
de
Banano

Pseudomonas
putida

Bacillus
thuringiensis

Recombinant
Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Bacillus subtilis

Cupriavidus
necator
Cupriavidus
necator

Bacillus cereus

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella
pneumoniae

Klebsiella

pneumoniae

Klebsiella
pneumoniae

7.86

3.02

15

19.39

53

6.1

2.467

68.72

86.36

88.58

82.77

51.3

41

77.67

49.93

12,7
35.6
40.54
32.9

27.47

26.58

30.34

44
5.8
(Gowda &
4.03 Shivakumar,
2014)
(Sukan et al.,
1.24 2014)
11.65
(Rao et al.,
0.68 2019)

0.7  (Sukruansuwan
& Napathorn,

2.1 2018)
1 (Suwannasing
etal., 2015)
22.61
23.72
(Valdez-

Calderon et al.,

25.11

2.5 Sostenibilidad y evaluacion de la produccion de PHA

2.5.1 Impacto ambiental de la produccion de PHA

La produccion de PHA se plantea como una alternativa sostenible frente a los plasticos

derivados del petroleo. No obstante, es necesario evaluar su ciclo de vida completo, para evitar

reproducir los mismos errores asociados a la disposicion final de los plasticos tradicionales. Esta

evaluacion debe considerar todas las etapas, desde la obtencion de materias primas hasta la

disposicion final, ya sea en plantas de reciclaje o en vertederos. Como se expuso previamente, uno
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de los mayores atributos de los PHA es su alta biodegradabilidad. Su periodo de desintegracion,
que varia desde meses a pocos afos, contrasta con los cientos de afios que puede durar un polimero
convencional en el ambiente. Adicionalmente, los PHA se degradan en condiciones naturales,
como el suelo, agua dulce y salada, sin necesidad de procesos industriales complejos (Garcia et

al., 2013).

Sin embargo, la producciéon de PHA no esta exenta de algunos impactos ambientales. Por
ejemplo, fuera del laboratorio el cultivo de algunas materias primas como la cafia de azucar, arroz,
maiz pueden generar deforestaciones masivas y pérdidas de biodiversidad, sin mencionar las
emisiones de gases de efecto invernadero que estas suponen. Adicionalmente los procesos de

fermentacion y extraccion consumen energia y agua que contribuyen a la huella de carbono global.

No obstante, cabe resaltar que, en comparacion con la fabricacion de plasticos
convencionales, el impacto ambiental de los PHA es significativamente menor. Por ejemplo, se ha
estimado que la produccion de PHA a partir de azlicares refinados genera aproximadamente 2.5
kg de CO; equivalente por cada kilogramo de PHA, mientras que un polimero tradicional como el
polietileno genera alrededor de 6 kg de CO; equivalente por cada kg de plastico (Akiyama et al.,
2003). Para mitigar estos impactos, se han planteado estrategias como el uso de residuos
agroindustriales y subproductos industriales como materias primas, lo cual no solo reduce los

costos de produccion, sino que disminuye considerablemente la huella ambiental.

2.5.2 Comparacion con la produccion convencional de plasticos

Segiin la Agencia Internacional de Energia (IEA), la produccion de plésticos

convencionales representa aproximadamente el 6% del consumo mundial de petrdleo y es
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directamente responsable de unas 1.7 gigatoneladas de emisiones de CO» al afio (International

Energy Agency, 2021).

En comparativa, la produccion de PHA tiene un impacto ambiental notablemente menor,
especialmente cuando se emplean sustratos renovables y procesos optimizados. En el afio 2007 se
reportd un analisis del ciclo de vida de algunos polimeros (como polipropileno y polietileno)
derivados del petréleo con 4cido hidroxibutirico de origen bacteriano, encontrando que, los
polimeros bio-basados generan aproximadamente un 50% menos de gases de efecto invernadero
(GEI) que la produccion de polietileno. Adicionalmente, los PHA no liberan microplasticos
durante su degradacion, lo cual reduce su impacto sobre los ecosistemas marinos y terrestres

(Harding et al., 2007).

Actualmente, la produccion de PHA aun enfrenta desafios en términos de eficiencia
energética y costos operacionales. Los procesos de fermentacion y extraccion requieren grandes
cantidades de agua y energia, lo que puede aumentar la huella ambiental si no se emplean fuentes
renovables. No obstante, el desarrollo de nuevas tecnologias y mejoras en la eficiencia aseguran
que, con el tiempo, los PHA se consolidaran como una alternativa segura, econOmica y

ambientalmente sostenible para reducir la dependencia de los polimeros derivados del petroleo.

3. Antecedentes

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son una familia de biopolimeros que han sido objeto de
estudio por sus propiedades similares a los plasticos tradicionales de origen f6sil y su naturaleza
biodegradable. Su descubrimiento se remonta por primera vez a 1923 por el cientifico francés
Maurice Lemoigne, quien document6 la produccion de una pelicula sintética la cual identifico

como acido 3-oxibutirico en la bacteria Bacillus subtilis (Laranja & Bossier, 2020). Posteriormente
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en 1926, Lemoigne logré aislar granulos intracelulares de células de Bacillus megaterium
utilizando cloroformo como solvente de extraccion, demostrando que estas formaciones
correspondian a un biopolimero, al que caracterizé6 como poli(3-hidroxibutirato) (PHB). En ese
mismo estudio, Lemoigne también observd que los diferentes niveles de acumulacion de PHB
dependian estrictamente de la composicion quimica de los medios de crecimiento (Hopewell et al.,

2009; Philip et al., 2007).

Décadas posteriores, en 1958, Macrae y Wilkinson demostraron que la funcién principal
del PHB en las células era actuar como reserva de carbono y energia (Lenz & Marchessault, 2005).
A principios de la década de 1960, se empezo reconocer el verdadero potencial industrial de los
PHA y se registraron las primeras patentes por James Baptist; sin embargo, surgieron las primeras
limitaciones, relacionadas con baja eficiencia de sintesis, altos costos, baja pureza del biopolimero
y rendimientos de extraccion deficientes (Baptist & Werber, 1960). En 1974, Wallen y Rohwedder
documentaron la produccion de otros polimeros diferentes a los PHB, como el polihidroxivalerato
(PHV), polihidroxihexanoato (PHHXx) y polihidroxiheptanoato (PHHp) utilizando distintas
matrices microbianas (Anjum et al., 2016). En la década de 1980, la empresa inglesa Imperial
Chemical Industries (ICI), registro una patente para la produccion industrial, extraccion y
procesado de biopoliésteres empleando la bacteria Cupriavidus necator como microorganismo
sintetizador, logrando una acumulacion del 80% en biopolimero. En las ultimas dos décadas,
diferentes empresas han escalado la produccion estos biopolimeros para distintas aplicaciones. Sin
embargo, se denota que la capacidad de produccion de estas empresas es todavia pequeiia ya que

producen alrededor de 10000-50000 Ton/afio de biopolimero(Ramezani et al., 2015).

El uso de residuos frutales y vegetales como materia prima para la produccion de PHA ha

surgido como una alternativa sostenible frente a los plasticos derivados del petroleo. Estos residuos
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son ricos en carbohidratos, fibras, lo que los hace adecuados como sustratos para fermentacion
bacteriana (Koller et al., 2005). Por ejemplo, se ha demostrado que residuos agroindustriales como
el suero de leche hidrolizado y el glicerol proveniente del biodiesel pueden inducir la produccion
de copolimeros P(3HB-co-3HV) con un contenido 8-10% de hidroxivalerato, a la vez que reducen
los costos. Guzman et al., (2017) reportaron el uso de almidon proveniente de cascaras de papa,
con bacterias halofilas (Halomonas sp. M4CI), obteniendo rendimientos de 0.016 g/L de

biopolimero.

Liu et al., (2021) destacaron el potencial de los residuos de manzana especialmente la
cascara, por su riqueza en pectina y azucares para producir PHA, aunque sefialaron que su costo
de produccion seguia siendo superior al de los plasticos convencionales, por lo que consideraron
crucial optimizar los procesos para mejorar la viabilidad. En la misma linea investigativa, Rao et
al., (2019), optimizaron el proceso con diversas cascaras de frutas y vegetales, logrando mediante
el microorganismo Bacillus subtilis MTCC 144 una acumulacion de 13.5g/L de PHA a partir
cascaras de sandia, con un rendimiento del 78.6%, y una disminucion en los costos operativos del

25%.

Un estudio pionero realizado por Umesh et al. (2017), evidenci6 el potencial de la cascara
de papaya como sustrato de carbono para la produccion de PHA mediante Bacillus subtilis ,
alcanzando una concentracion maxima de 4.2g/L. Sin embargo, este estudio complemento la
cascara con sacarosa como fuente de carbono adicional para mejorar el rendimiento, lo que indica
que la cascara de papaya por si sola no aportaba suficientes carbohidratos disponibles para una

fermentacion Optima en las condiciones evaluadas.

Si bien el uso de residuos agricolas como sustratos potenciales para la produccion de PHA

ha aumentado significativamente en los Ultimos afios, su implementacién a escala industrial
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todavia enfrenta grandes desafios. Cada matriz agroindustrial (pulpas, céscaras, semillas, liquidos
lixiviados, etc.) requiere de procesos especificos de pretratamiento y la seleccion adecuada de
cepas bacterianas. Avances recientes, como los presentados por Paduvari & Somashekara, (2025),
muestran que la combinacion de la ingenieria genética con estrategias de optimizacion de medios
fermentativos podria mejorar la eficiencia de conversion de estos sustratos en PHA. Esta
integracion biotecnologica no solo mejoraria la relacion costo-beneficio, sino que también
facilitaria el escalado industrial de PHA derivados no solo de la cascara de papaya, sino también

de otras matrices agricolas.

Por otra parte, con el fin de identificar las tendencias investigativas y los principales aportes
cientificos en la produccion de PHA, se realiz6 una busqueda bibliografica en la base datos Scopus,
a través de su herramienta “biisqueda avanzada”, en la cual se usaron dos palabras clave:
“polyhydroxyalkanoates” y “organic waste”. Este andlisis permiti¢ analizar la evolucion del
interés académico en estas areas, instituciones mas involucradas, autores destacados y dispersion
geografica de la informacion, encontrando que desde el afio 1998 hasta la fecha (julio de 2025) se
han publicado un total de 1300 articulos, 1168 revisiones, 536 capitulos de libro entre otros

(Scopus, 2025).

Como se observa en la Figura No. 8, se evidencia una evolucidn bastante pronunciada en
el numero de publicaciones relacionadas con PHA y residuos organicos en los ultimos 10 afios,
especialmente a partir del 2019. El afio con mayor nimero de publicaciones corresponde al 2024
con mas de 600 publicaciones, no obstante, para el afio en curso (2025) presenta una caida abrupta
con apenas 415 documentos publicados. Se destacan autores como Maria A.M. Reis (afiliacion
actual universidad nueva de Lisboa, Lisboa, Portugal) y S.K. Bhatia (afiliacion actual, universidad

konkuk, Setl, Corea del Sur) con mas de 30 documentos publicados cada uno, enfocados en el
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aprovechamiento de residuos agricolas y aceites para la obtencion de biopolimeros. Actualmente
las tres instituciones con mas produccion cientifica bajo estas areas son la universidad de ciencias
de Malasia (penang, Malasia) (65 publicaciones), Ministerio de educacion de china (65
publicaciones) y la Universidad nueva de Lisboa (Lisboa, Portugal) (52 publicaciones). No
obstante, ninguna institucion latinoamericana figura entre las principales, lo cual revela una
carencia investigativa sobre esta tematica. Esta tendencia también se evidencia al analizar la
produccion cientifica por pais, donde la India lidera con més de 800 documentos, seguido de China
con alrededor de 450 y otras naciones como Malasia, Italia y Estados Unidos, sin que ningun pais
latinoamericano aparezca en los diez primeros lugares, pese al gran potencial agricola de muchos

de ellos.

Figura No. 8 Tendencia en las publicaciones que involucran residuos organicos como fuente de

carbono para la produccion de polihidroxialcanoatos (PHA)
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Adicionalmente como complemento al analisis bibliométrico, se realizd6 un mapeo de
términos clave mediante el software VOSviewer, a partir de los 3100 documentos encontrados en
la base de datos Scopus sobre la produccion de PHA a partir de residuos organicos Figura No 9
El analisis considero las 100 palabras claves mas influyentes y con mayor repetitividad dentro de
los documentos, los cuales fueron agrupados en 3 clusteres que hacen referencia a las principales
lineas de investigacion, observando que conceptos como “polyhydroxyalkanoates”, “biomass” y
“fermentation”, destacan por su alta repetitividad. Asimismo, se denota que el cluster de color azul
con palabras como “food waste”, “waste management”, “sustainable development” etc,
manifiestan la creciente valorizacion de residuos agroindustriales y su integracion en el desarrollo

sostenible.

Figura No. 9 Mapa de agrupacion que correlaciona las palabras clave mas influyentes segin los
resultados suministrados por de Scopus.
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Esta exploracion confirma que la investigaciéon mundial en este campo no solo abarca
aspectos técnicos de produccion, sino también su impacto ambiental, economico y social, lo cual
refuerza la premisa de explorar residuos agroindustriales como fuente sostenible para la

produccion de biopolimeros.

Por otra parte, mediante Scopus se realizé una nueva busqueda utilizando las palabras clave
“polyhydroxyalkanoates” y “papaya peels”, lo cual arrojo un total de 161 documentos
relacionados. Sin embargo, al analizar detalladamente los resultados, se evidencié que unicamente
una sola publicacion report6 de manera directa la produccion de PHA a partir de céscaras de papaya
como sustrato nutricional (Umesh et al., 2017), lo cual expone la minima exploracion que ha tenido
este residuo como fuente de carbono. Esto contrasta con la gran cantidad de estudios que han sido
explorados en otras matrices, destacandose las cascaras de platano por su alta disponibilidad en
carbohidratos fermentables y su masiva comercializacion (Kourmentza et al., 2017; Sudesh &
Iwata, 2008), cascaras de mango ricas en pectina y azicares simples (Pandey et al., 2024; Vilas-
Franquesa et al., 2024), cascaras de naranjas y otros citricos aprovechados por su alto contenido
en sacarosa y hemicelulosa (Davaritouchaee et al., 2023; Hou et al., 2025), asi como cascaras de
piia que también han mostrado un marcado potencial para la sintesis microbiana de
PHA(Bunkaew et al., 2023; Suwannasing et al., 2015), Por lo tanto, la escasa informacion
disponible sobre el aprovechamiento de la cascara de papaya como sustrato para la produccion de
biopolimeros, en conjunto con la consideracion de que en Latinoamérica son muy limitados los
reportes sobre la obtencion de PHA a partir de residuos agroindustriales (en comparacion con
regiones europeas y asiaticas), resaltan la necesidad de explorar el gran potencial regional en

cuanto a la generacion de biomasas a partir de estos subproductos.
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De modo que, la seleccion de la cascara de papaya como sustrato nutricional fermentativo
no solo corresponde a su composicion quimica favorable o a sus propiedades bioactivas, sino
también a su potencial como estrategia de valorizacion de residuos agricolas en Colombia. Su
aprovechamiento podria promover la economia circular en las cadenas agricolas nacionales,
alienandose con los objetivos de sostenibilidad econémica, social y ambiental que hoy presenta
una alta demanda por parte del sector productivo del pais, generando a su vez conocimiento

cientifico pionero en este ambito.
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4. Metodologia

A continuacion, se presenta el esquema metodologico que resume las principales etapas

experimentales realizadas en la presente investigacion y su correspondencia de acuerdo a sus

objetivos especificos (OE) (Figura No. 10):
Figura No. 10 Esquema metodolégico.
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Etapa 1: Recoleccion y preparacion de la muestra de cascara de papaya

4.1 Materia prima

La recoleccion de cascaras de papaya se realizd en cuatro puntos estratégicos del area
metropolitana de Bucaramanga, seleccionados por su alta concentracion de comercios dedicados
a la venta y distribucion de frutas. Los sitios elegidos fueron: las casetas fruteras en la entrada
principal de la Universidad Industrial de Santander (UIS), la plaza central, la plaza de mercado,
La Concordia y por ultimo la plaza de mercado Guarin. Esta seleccion tuvo como objetivo
garantizar la obtencion de una muestra significativa y representativa, considerando la diversidad

en cuanto al origen del desecho, dado que la fruta proviene de distintos proveedores de la region.

Una vez recolectadas las céscaras (2 kg — 3 kg aproximadamente por cada jornada de
recoleccion), fueron depositadas en bolsas resellables tipo Ziploc, las cuales para asegurar su
integridad y prevenir contaminacion cruzada fueron etiquetadas detalladamente con la fecha, hora
y lugar para garantizar la trazabilidad experimental y se transporté manteniendo cadena de frio

hasta el laboratorio

4.2 Preparacion de la muestra de cascara de papaya

Las céscaras frescas recolectadas fueron sometidas a un lavado exhaustivo con agua
destilada, con el fin de remover suciedad, restos de pulpa en descomposicidon, y otros
contaminantes. Una vez lavadas, las céscaras fueros secadas cuidadosamente con toallas de papel

para eliminar el exceso de humedad superficial.

4.2.1 Secado y triturado de la cascara de papaya

Para el secado de las cascaras de papaya fueron aplicados dos enfoques: un secado al

ambiente (secado tradicional) y un secado en horno para obtener una curva de secado por
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gravimetria. Esta doble metodologia tuvo como proposito deshidratar adecuadamente la mayor
cantidad de muestra posible para su almacenamiento, y, por otro lado, caracterizar la cinética de
pérdida de humedad mediante un secado controlado (manteniendo la temperatura constante a

50°C).

Las cascaras de papaya lavadas se cortaron en tiras (aprox. 2 cm x 10 cm), se dispusieron
sobre una rejilla metalica, la cual se cubrid con una tela mosquitera para evitar la deposicion de
polvo o insectos durante el secado (Apéndice 1). Este método artesanal de secado al sol, reportado
en investigaciones previas como técnica viable para deshidratar frutas y vegetales (A. Kumar et
al., 2018), consistido en exponer las tiras directamente al sol durante siete dias consecutivos.
Durante este periodo, se monitorizo visualmente; disminucion evidente de tamafo, pardeamiento

en la coloracion original y aumento en la fragilidad de las cascaras.

En simultaneo, se realizo el ensayo especifico de curva de secado en horno, con el fin de
cuantificar la pérdida de humedad a lo largo del tiempo bajo condiciones controladas. Para ello, se
seleccionaron aleatoriamente cinco porciones representativas de cdscara de papaya fresca
previamente lavadas, las cuales fueron pesadas cuidadosamente y dispuestas en un horno de secado
(UN 30, Memmert, Alemania) a una temperatura constante de 50°C. Las mediciones gravimétricas
fueron realizadas en intervalos de tiempo de 0, 24, 48, 72, 96 y 144 horas, permitiendo

posteriormente graficar la cinética de pérdida de humedad para determinar el punto de equilibrio.

Una vez completado el secado, la totalidad de las cascaras fueron trasladada al laboratorio,
donde fueron trituradas manualmente utilizando pistilo y mortero hasta obtener un triturado
homogéneo (250-50 pm), esto con el fin de reducir el tamafio de particula y facilitar su
almacenamiento y posterior andlisis. Finalmente, el material triturado de papaya seca fue

almacenado en frascos de vidrio herméticos a una temperatura de -30°C, asegurado su
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conservacion hasta el momento de su uso (Apéndice 2). La ecuacion empleada para calcular la

pérdida de masa porcentual se presenta en la ecuacion 1.

L (Peso Inicial — Peso en el tiempo) (g) )
% pérdida de masa = — x 100 (Ecuacion 1)
Peso Inicial (g)

4.2.2 Hidrolisis acida y preparacion del extracto acuoso de la cascara de papaya

Con el fin de liberar los azlicares presentes en la cdscara de papaya seca para su posterior
cuantificacion, se evaluaron dos tratamientos: i) hidrolisis 4cida de la cdscara de papaya, ii)
extraccion acuosa. La metodologia para la hidrélisis acida se baso en lo descrito por Swigtek et al.
(2020) con algunas modificaciones. Brevemente, se prepararon tres soluciones de acido clorhidrico
(HC) al 1%, 2% y 3% (v/v). Por cada tratamiento, se pesaron 0.5 g del material seco de cédscara
de papaya (triturado) y se suspendieron en 10 mL de la respectiva solucion acida (relacion 0.5:10
p/v). Las mezclas resultantes se transfirieron a vasos de precipitado tapados con papel aluminio y
se sometieron a autoclave a 121°C durante 15 minutos para favorecer la hidrolisis. Posteriormente,
cada muestra fue filtrada usando tela para café con el fin de separar material s6lido grueso, y el
liquido filtrado fue centrifugado a 6000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido tras la
primera centrifugacion fue transferido a un tubo Falcon de 15 mL, y se repitid el proceso de
centrifugacion dos veces mas al sobrenadante para asegurar la remocion de sélidos. El extracto
hidrolizado (codificado como EH) fue almacenado en frascos herméticos y conservados en nevera

(4°C) hasta su posterior analisis.

En paralelo, como control metodoldgico, se prepard un extracto acuoso (codificado como
EA) modificando la metodologia reportada por Kumar et al. (2012). Para ello, se calentaron 100

mL de agua tipo I hasta alcanzar temperatura de ebullicion, a la que se le afiadieron 5 g de la
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muestra de cascara de papaya. La mezcla se mantuvo bajo agitacion lenta durante 30 minutos para
favorecer la extraccion de azucares solubles. Posteriormente, el extracto fue filtrado con tela para
café¢ y la masa hidratada residual exprimida manualmente para recuperar el maximo volumen
posible. Este extracto acuoso fue sometido exactamente al mismo procedimiento de centrifugacion
descrito anteriormente hasta obtener un liquido claro con bajo contenido de solidos en suspension,

el EA fue almacenado en refrigeracion.

4.3 Determinacion del contenido de azicares reductores totales y proteinas en el

extracto acuoso e hidrolizado de la cascara de papaya.
4.3.1 Preparacion del reactivo acido 3.5-dinitrosalicilico (DNS)

La preparacion del reactivo DNS se realizé siguiendo la metodologia descrita por Burgos
Montanez, (2020), con las adaptaciones necesarias para este estudio. Inicialmente se pesaron 1.6
g de hidroxido de sodio (NaOH), 43.8 g de tartrato de Na-K y 1.0 g de 4cido 3,5-dinitrosalicilico.
El NaOH fue disuelto en un vaso de precipitados con aproximadamente 50 mL de agua Tipo I,
agitando hasta su completa disolucion. Posteriormente, se afiadi6 lentamente el tartrato de Na-K,
manteniendo la agitacidn magnética para asegurar la homogeneidad de la solucion, la cual tomo
una apariencia transparente y uniforme. Una vez obtenida la solucion base, el vaso de precipitados
fue cubierto con papel aluminio para protegerlo de la luz, y se agreg6 el acido 3,5-dinitrosalicilico
de manera gradual. Esta mezcla resultante se transfirid a un matraz aforado de 100 mL y se llevo
al aforo con agua Tipo I. Finalmente, se etiqueto la solucidon y se dejo en agitacion continua durante
toda la noche en un frasco ambar, una vez obtenida una solucion homogénea, se almacend en

refrigeracion hasta su posterior uso.
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4.3.2 Preparacion de la curva de calibracion de dextrosa

La curva de calibracion de azucares reductores se realizd siguiendo la metodologia
propuesta por Burgos et al. (2020). Como estandar externo se utiliz6 una solucion stock de dextrosa
anhidra (99% de pureza, Merck), preparada disolviendo exactamente 0.075 g de dextrosa en agua
Tipo I y aforando hasta un volumen final de 25 mL, obteniendo una concentracion inicial de 3 g/L.
A partir de la solucion stock, se prepararon las respetivas diluciones para establecer seis puntos de
calibracion dentro de un rango de concentraciones conocido y adecuado para el método, siendo

entre 0.2 g/L y 3 g/L (Apéndice 3).

Para cada punto de la curva, se tomaron 250 uL de la solucion correspondiente y se
depositaron en tubos de ensayo recubiertos con papel aluminio para proteger a la reaccion de la
luz. Posteriormente se anadieron 250 uL del reactivo DNS previamente preparado, las mezclas se
llevaron a calentamiento en bafio Maria (100°C) durante aproximadamente 8§ minutos para
desarrollar el color caracteristico. Una vez transcurrido el tiempo, se retiraron los tubos y se
enfriaron rapidamente mediante un bafo de hielo por 5 min, seguidamente se afadieron 2.5 mL de

agua Tipo I a cada tubo y se agitaron en un vortex hasta lograr homogenizar la solucion.

Finalmente, de cada tubo, se tomaron alicuotas de 200 uL, las cuales se depositaron en
orden ascendente de concentracion sobre una microplaca de 96 pozos. La lectura de absorbancia
se realizd a 540 nm utilizando un espectrofotometro de microplacas (BioTek Epoch, Agilent
Technologies, EE. UU). Con los datos obtenidos se construyo la respectiva curva de calibracion
graficando las absorbancias promedio contra las concentraciones establecidas (Apéndice 4),
verificando la linealidad mediante el coeficiente de determinacion R? (Apéndice 5). Cabe resaltar

que todos los experimentos de cuantificacion, incluyendo los posteriores a esta curva se realizaron
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por triplicado tanto experimental como técnico con el fin de obtener reproducibilidad con un bajo

indice de desviacion estandar (Burgos Montaiiez, 2020).

4.3.3 Cuantificacion de azucares reductores totales

La cuantificacién de azlcares reductores totales en las muestras se realizd sobre los
sobrenadantes de ambos tratamientos EH y EA. Para ello, se emple6 la misma metodologia
colorimétrica de DNS descrita en la seccion anterior (4.3.2). Las muestras EH y EA fueron diluidas
previamente en una proporcion 1:20 (extracto:agua) con el fin de asegurar que las lecturas de
absorbancia quedaran dentro del rango lineal determinado en la curva de calibracion (0.2g/L a 3.0
g/L). Posterior a la reaccidn con el reactivo DNS, se tomaron alicuotas de cada tubo, las cuales se
dispusieron en una microplaca de 96 pozos para la lectura de absorbancia a 540 nm en el
espectrofotometro de microplacas (EPOCH Agilent Technologies, EE.UU.). Las concentraciones
en azucares reductores en las muestras fueron calculadas aplicando la ecuacion de la recta obtenida
a partir de la curva de calibracion, los resultados fueron expresados en gramos por litro (g/L).

Todos los analisis se realizaron por triplicado, tanto experimental como técnico.

4.3.4 Cuantificacion de carbohidratos totales

Para la determinacion de carbohidratos totales en los extractos, se realizd0 mediante la
técnica colorimétrica basada en el reactivo de antrona, siguiendo la metodologia descrita por
Plummer, (1978). Para preparar el reactivo de antrona, se disolvieron lentamente 0.2 g de antrona
en 100 mL de acido sulfurico concentrado (97% v/v) previamente enfriado (~4°C), manteniendo
la mezcla en bafio con hielo y agitacion constante para evitar la degradacion térmica del reactivo.
La solucion obtenida fue homogenizada completamente y almacenada en refrigeracion, protegida

de la luz en un frasco ambar envuelto en papel aluminio, hasta su uso.
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Para la curva de calibracion, se prepararon soluciones estdndar de sacarosa en agua Tipo |
con concentraciones de 0, 10, 20, 40, 40, 60, 80, 100, 150 y 200 png/mL. Los extractos de papaya
fueron previamente diluidos en una relacion 1:120 con agua tipo I para ajustar su concentracion al

rango lineal de la curva de calibracion.

Posteriormente, se dispuso 1 mL de cada estdndar y de cada extracto diluido en tubos de
ensayo previamente cubiertos en papel aluminio para evitar foto degradacion. A cada tubo sellado
se le adicionaron 5 mL del reactivo de antrona, y las mezclas se homogenizaron mediante agitacion
en vortex durante 30 segundos. Los tubos se incubaron en bafio Maria durante 15 minutos a una
temperatura entre 90-100°C monitoreada constantemente mediante termdémetro para mantener fijo

el factor temperatura.

Finalizado el tiempo de incubacion, los tubos fueron retirados del bafio y enfriados a
temperatura ambiente durante aproximadamente una hora, en condiciones oscuras y si agitacion.
Posteriormente, se transfirieron alicuotas de 200 uL de cada reaccion a una microplaca de 96 pozos

de fondo plano.

Las mediciones de absorbancia se realizaron de inmediato a una longitud de onda de 620
nm utilizando un lector de microplacas (EPOCH Agilent Technologies, EE.UU.). Todas las
muestras y estdndares fueron analizados por triplicado. Los datos obtenidos de la curva de
calibracion (Apéndice 6, 7) se emplearon para calcular la concentracion total de carbohidratos en

las muestras, expresada en microgramos por mililitro (ug/mL).

4.3.5 Identificacion y cuantificacion de azicares por UPLC-MS

El andlisis de carbohidratos presentes en el extracto acuoso de cascara de papaya se realizo

mediante cromatografia liquida de ultra-alta eficiencia acoplada a un detector de masas simple
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cuadrupolo. Se llevo a cabo en un sistema UPLC de la casa Waters, modelo ACQUITY UPLC-H-
Class Plus (Waters, Milford, MA, USA), acoplado a un gestor de muestras FTN-H y a un gestor
de disolventes cuaternarios. La separacion cromatografica se realizé en una columna amidada
AQCUITY UPLC BEH Amide Column, 1304, 1.7 um, 2.1mm x 50mm (Waters, Milford, MA,

USA), manteniendo la temperatura de la columna a 26 °C.

El andlisis se realizd siguiendo la metodologia reportada por (Benvenuti, 2022), con
algunas modificaciones. La fase movil empleada consistio en agua Tipo I y acetonitrilo
(H2O/ACN) en proporcion 50:50 y 0.01% v/v de hidréxido de amonio como agente ionizante a un
caudal de 0.3 mL/min en condiciones isocraticas. El volumen de inyeccion fue de 0.5 pL y la
deteccion se realizé mediante un detector de masas de simple cuadrupolo ACQUITY QDa (Waters,
Milford, MA, EEUU). La adquisicion de iones se efectu6é en modo negativo (ESI-), empleando un

voltaje de cono de 15V, energia de capilar de 0.80 kV y una temperatura de la fuente fue de 120°C.

Para la cuantificacidon, se prepard una curva de calibracion de seis puntos utilizando
sacarosa como estandar, en un rango de concentraciones entre 0.1 pg/mL hasta 2 pg/mL. Las
soluciones estandar se prepararon en HoO/ACN (50:50, v/v), filtradas con membrana PTFE de

0.22 um y transferidas a viales ambar para HPLC.

El extracto acuoso de céscara de papaya se obtuvo disolviendo 1 g de polvo seco en 20 mL
de agua tipo I. Asumiendo una concentracion inicial aproximada de 10 g/L de azucares totales, el
extracto fue posteriormente diluido en proporcion 1:2000 con HoO/ACN (50:50, v/v), filtrado con
membrana PTFE de 0.22 um y transferido a un vial 4&mbar. El tiempo total de corrida por muestra
se establecio en 12 minutos. Las mediciones se realizaron en modo SIR (Single ion recording),
monitorizando los iones caracteristicos de las especies de carbohidratos previamente identificadas.

Todas las muestras, asi como los estdndares, fueron analizados por triplicado. Los promedios de



CASCARA DE PAPAYA COMO SUSTRATO PARA BIOPLASTICO 63

las areas cromatograficas obtenidas para cada punto de la curva estandar fueron empleados para la
construccion de la curva de calibracion, esto con el fin de cuantificar la sacarosa presente en EA

(Apéndice 9y 10).

4.4 Cuantificacion de proteinas solubles en los extractos acuoso e hidrolizado
4.4.1 Preparacion del reactivo de Bradford

El reactivo Bradford fue preparado siguiendo la metodologia descrita por (Cabra et al.,
2013). Inicialmente, se pesaron 10 mg de azul de Coomassie G-250 y se disolvieron en 5 mL de
etanol (95%, v/v), asegurando una mezcla homogénea mediante agitacion constante.
Posteriormente. Se adicionaron 10 mL de acido fosforico (85%, v/v), finalmente se completd el
volumen a un aforo de 100 mL con agua Tipo I. La solucién obtenida fue centrifugada a 6000 rpm
durante 10 minutos para eliminar cualquier precipitado no disuelto, y el sobrenadante fue

trasvasado a un frasco ambar debidamente etiquetado para ser almacenado en nevera hasta su uso.

4.4.2 Preparacion del reactivo de Buffer fosfato (pH 7)

El bufter fosfato a pH 7 se prepar6 siguiendo la metodologia por (Cabra et al., 2013). Para
ello, se disolvieron 0.33 g de bicarbonato de sodio (NaHCO3) y 0,65 g de carbonato de sodio
(Na2CO3) en 50 mL de agua Tipo I, utilizando agitacioén continua hasta homogenizacion completa.
La mezcla fue transferida a un matraz aforado de 100 mL y aforado hasta la marca con agua Tipo

I. La solucion preparada se mantuvo a temperatura ambiente.

4.4.3 Preparacion de la curva de calibracion con Albumina de suero bovino (BSA)

Para la cuantificacion de proteinas, se construyd una curva de calibracion utilizando
albumina de suero bovino (BSA) como patrén externo, mediante la metodologia propuesta por

Cabra et al., (2013). Inicialmente, se pesaron 4 mg de BSA y se disolvieron completamente en 4
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mL de agua Tipo I, obteniendo una solucion madre con una concentracion inicial de Img/mL. A
partir de esta solucion inicial, se prepararon diluciones para cubrir un rango de concentraciones

entre 200 pg/mL y 1400 ug/mL.

Las diluciones preparadas correspondieron a las siguientes concentraciones 100, 200, 400,
600, 800, 1000, 1200, 1400 pg/mL. Cada una de estas soluciones se llevo a un volumen final de
1.4 mL, utilizando el buffer fosfato preparado en la secciéon anterior para ajustar las

concentraciones finales de las diluciones (Apéndice 14).

Seguidamente, se tomaron alicuotas de 40 pL de las diluciones preparadas, asi como de las
muestras EH y EA, para adicionar inmediatamente 2 mL de reactivo Bradford preparado en la
seccion 4.4.1. Las mezclas fueron homogenizadas mediante agitacion suave, y las muestras se
incubaron protegidas de la luz a temperatura ambiente (23°C) durante 5 minutos. Posteriormente,
las absorbancias tanto de las diluciones como de las muestras fueron medidas en un lector de
microplacas, a una longitud de onda de 595 nm, para posteriormente, construir con los datos
obtenidos, la curva de calibracion para determinar la concentracion de proteinas en los extractos

evaluados, los cuales fueron expresados en pg/mL (Apéndice 15).

4.5 Tratamiento con carbon activado.

Con la finalidad de mejorar la calidad de los extractos hidrolizados y evitar posibles
interferencias en los analisis posteriores (cuantificacion de azlicares) o limitar su potencial como
sustrato fermentativo, los extractos fueron sometidos a un tratamiento con carbon activado (1-2
mm, Merck millipore) con el proposito de eliminar posibles interferentes en la matriz (polifenoles,
pigmentos, derivados del furano, entre otros), siguiendo la metodologia descrita por Arminda et

al., (2021). Este procedimiento permitié clarificar las soluciones y reducir concentraciones de
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compuestos no deseados que podrian afectar significativamente el crecimiento bacteriano o alterar

mediciones espectrofotométricas.

Para ello, se prepararon mezclas manteniendo una relacion entre el volumen del hidrolizado
y la cantidad de carbon activado granular del 5% (m/v). Las muestras fueron dispuestas en un
agitador orbital (JPSHID40, JPinglobal, Colombia) a 100 rpm, una temperatura de 40°C durante
60 minutos para garantizar una adecuada adsorcion de los compuestos interferentes o inhibitorios.
Finalizado el tiempo de tratamiento, se utilizo6 tela para queso (gasa de algodén de mallado fino,
grado alimenticio) como medio de filtrado inicial, debido a su alta permeabilidad para liquidos y
su capacidad para retener particulas solidas pequefias. Las muestras fueron filtradas con tela para
queso, y posteriormente centrifugadas a 6000 rpm durante 10 minutos para eliminar sélidos
suspendidos. Finalmente, los sobrenadantes se recolectaron en tubos Falcon y se almacenaron en
refrigeracion hasta su anélisis posterior. Se resalta que, este tratamiento fue aplicado tanto a los

extractos acuosos como a los hidrolizados.

4.6 Cuantificacion de compuestos fenolicos por método de Folin-Ciocalteu.

Se aplicé el método colorimétrico de Folin-Ciocalteu para evaluar la presencia de
compuestos fenolicos totales en los extractos acuosos e hidrolizados. La cuantificacion de fenoles
totales es importante, ya que estos compuestos presentes en el medio de fermentacion, pueden

actuar como inhibidores en procesos de fermentacion bacteriana(Kauffmann & Castro, 2023).

En la determinacion se empled acido galico (pureza > 98 %, Merck, Alemania) como
estandar de calibracion externa. Inicialmente, se prepard una solucion stock de acido gélico con
una concentracion de 1000 ppm en agua Tipo I, a partir de la cual se realizaron diluciones para

construir una curva de calibracion, con concentraciones de 30, 45, 60, 85, 100y 120 ppm (A Agbor
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et al., 2014). Posteriormente, se dispusieron 150 puL de los puntos de calibracién en tubos de
ensayo, a los cuales se anadieron en estricto orden, y con agitacion entre cada adicion 860 pL de
una solucidon de carbonato de sodio al 7.5% (m/v) y 430 pL del reactivo de Folin-Ciocalteu

previamente diluido 1:10 con agua Tipo I.

Las mezclas fueron incubadas protegiéndolas de la luz por 1 hora a temperatura ambiente
(Apéndice 17). Posteriormente, se registraron por triplicado las absorbancias de los experimentos
de reaccion (puntos de calibracion y muestras) a una longitud de onda de 765 nm en un lector de
microplacas (Apéndice 18). Los resultados fueron expresados en mg/L utilizando la ecuacion de

la recta obtenida a partir de la curva de calibracion construida.

4.7 Analisis fisicoquimico de la cascara de papaya

El anélisis fisicoquimico de la cdscara de papaya se realizd a través del Laboratorio
Quimico de Consultas Industriales (LQCI), organismo de extension adscrito a la escuela de
quimica de la Universidad Industrial de Santander (UIS). Este laboratorio cuenta con acreditacion
por parte de instituto de Hidrologia, Meteorologia y Estudios Ambientales (IDEAM) bajo la norma
ISO/IEC 17025, asi como certificacion otorgada por el Instituto Colombiano Agropecuario (ICA)
y el Instituto Nacional de Salud (INS), lo que garantiza la calidad y confiabilidad de los resultados

obtenidos.

Para la determinacion de sodio, potasio, calcio y magnesio inicialmente las muestras fueron
secadas en estufa a 70-80°C hasta masa constante, posteriormente se trituro y tamizo para asegurar
homogeneidad. A tubos de digestion tarados fueron afiadidos entre 0.5 y 1.0g de muestra, agua
destilada, H202 30 % v/v, HNOs 65 % (ultrapuro) y HCI1 30 % (ultrapuro), para luego iniciar la di

digestion asistida por microondas (con control de tiempo, temperatura y potencia). Una vez
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finalizo el ciclo, el digestado fue trasvasado a recipientes previamente pesados, y ajustados a un
volumen especifico, finalmente el analisis de llevo a cabo por FLAA en un equipo de absorcion
atomica (AA240FS, Agilen Technologies, EE. UU), la metodologia analitica se ejecutd bajo

protocolos internos validados y basados en la norma UNE 1134:1995.

El secado de la muestra para la determinacion de humedad se llevo a cabo en estufa de aire
(FD 53/E2, Binder, Alemania) y su determinacion gravimétrica mediante balanza analitica
(ML240/01, Meltter Toledo, EE. UU), para ello se secaron capsulas y tapas de aluminio a 130°C
para pesarlas posteriormente una vez enfriadas, se dispusieron 2-3 g de muestra triturada en las
capsulas y llevadas a secado por 60 minutos a 130°C. Transcurrido el tiempo de secado se
cubrieron las capsulas y llevadas de inmediato a un desecador hasta alcanzar temperatura
ambiente, el método analitico fue llevado a cabo mediante la metodologia AACC International 44-

15.02 (Moisture — Air Oven Methods).

Para la determinacion de cenizas inicialmente se acondicionaron crisoles y tapas
calcinandolos y enfriandolos en desecador para pesarlos una vez alcancen temperatura ambiente.
Posteriormente se dispusieron porciones de 3 gy se calcinaron en mufla a 525°C hasta obtencion
de una ceniza clara. Los calcinados fueron enfriados en desecador hasta temperatura ambiente e
inmediatamente pesados. La metoddloga analitica fue ejecutada con base en AOAC Official

Method 940.26- Ash fruits and Fruits Products.



CASCARA DE PAPAYA COMO SUSTRATO PARA BIOPLASTICO 68

Etapa 2: Activacion de cepa bacteriana y preparacion de medios de cultivo

modificados

4.8 Preparacion de medio de cultivo y repique

El microorganismo utilizado en esta investigacion fue previamente aislado y caracterizado,
a partir de muestras de suelo himedo en Bucaramanga (Santander). La cepa seleccionada para las
pruebas corresponde a una bacteria nativa identificada como Bacillis thuringiensis, identificada
por su capacidad para producir polihidroxialcanoatos (PHA). La identificacion taxonomica se
realizd mediante secuenciacion del gen ribosomal 16S reportada en la investigacion de
,correspondiente a una bacteria aerobia grampositiva, no estricta, de la familia Bacillaceae,

clasificada dentro del grupo 1 del género Bacillus (Sauka H & Benintende B, 2008) e identificada

como Bacillus thuringiensis (codificada como CO01).

El mantenimiento y repique de la cepa se realizé mediante el medio sélido Luria Bertani
(LB), preparado en agua Tipo I, homogeneizado en caliente y esterilizado en autoclave (JPA40LH,
JP Inglobal, Colombia) a 121°C y 20 psi durante 20 minutos. Posteriormente en condiciones
estériles, dentro de una cabina de flujo laminar, el medio estéril ain caliente fue vertido en cajas

Petri de vidrio y se dejo enfriar hasta su gelificacion (Sanz Cervera, 2014)

Posteriormente, se sembrod por agotamiento en estrias con asa bacterioldgica una sola
colonia de la cepa previamente aislada. Las cajas Petri inoculadas se incubaron a 30°C durante 72
horas, tras lo cual se verifico la pureza del cultivo mediante inspeccion visual, comprobando la

ausencia de colonias contaminantes (Menes et al., 2022).
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4.9 Preparacion de medio de activacion e inoculacion del cultivo

Para la activacion de la cepa Bacillus thungiensis, se empled un medio liquido enriquecido,
formulado segun la metodologia descrita por Carolina et al., (2022). El medio de activacion estuvo
compuesto por: peptona (17g/L), dextrosa anhidra (2g/L), NaCl (5g/L) y K;HPO4 (2.5g/L), todos
disueltos en agua Tipo I. Los componentes se pesaron con precision, se homogenizaron en caliente
mediante agitacion magnética, y la solucion final se dispuso en un matraz Erlenmeyer de 50 mL,
el cual fue sellado con papel aluminio. Posteriormente, el medio fue esterilizado en autoclave a

121°C y 20 psi durante 20 minutos.

Una vez esterilizado y enfriado a temperatura ambiente, el medio de cultivo fue inoculado
utilizando para ello, una cabina de flujo laminar. Para ello, se tom6 un loop de una colonia
bacteriana previamente repicada sobre medio LB, utilizando un asa bacterioldgica estéril, y
transferida inmediatamente al matraz con el medio de activacion liquido. El matraz inoculado fue
sellado con papel aluminio estéril y parafilm para evitar contaminacion cruzada. El cultivo de
activacion fue incubado durante 24 horas a 30°C y 150 rpm en un agitador Orbital Digital (

JPSHIDA40, JPinglobal, Colombia)

Con el fin de estandarizar la concentracion del indculo a adicionar a los medios de
fermentacion, se utilizo la escala de turbidez de McFarland, la cual fue preparada a partir de la
metodologia descrita por Gayathiri, (2018). En el cual, se miden las absorbancias a 595 nm
mediante un lector de microplacas (EPOCH Agilent Technologies, EE.UU.) a diferentes
soluciones conformadas por cantidades exactas de BaCl, y HoSO4 descritas en el Apéndice 20.
Posteriormente, se construyd una curva de calibracion para corroborar la linealidad. El cultivo fue

ajustado a una turbidez equivalente a 2 unidades McFarland, mediante diluciones sucesivas con
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agua estéril Tipo I, logrando una concentracion celular aproximada de 6x10% UFC/mL (Unidades

Formadoras de Colonias) por unidad de volumen en mL (Apéndice 21).

4.10 Preparacion y ajuste de medios de cultivo modificados.

Para evaluar el efecto del sustrato derivado de la cascara de papaya como fuente alternativa
de carbono en fermentaciones bacterianas, se prepararon dos medios de cultivo a partir de un medio
minimo de sales (MSM). Este medio estuvo compuesto por extracto de levadura (1 g/L), fosfato
mono potésico (KH2POs, 2 g/L), fosfato disodico (Na:HPOs, 7 g/L), sulfato de magnesio (MgSOsx,
0.2 g/L), una soluciéon de metales traza (1 mL/L); la soluciéon de metales (por litro): 10g
FeSO4:7TH20, 2.25g ZnSO4-TH20, 0.5g MnSO4-5H20, 2 g CaCl2-:2H20y 1 g CuSO4-5H>0 sulfato
de amonio (NH4)2SOa4 (1 g/L), todos disueltos en agua Tipo 1. En los medios preparados, la fuente
de carbono tradicional (glucosa) fue reemplazada por los extractos previamente tratados (EH y
EA). La concentracion de azicares reductores presentes en ambos medios liquidos fue cuantificada
posteriormente mediante el método del 4cido 3,5-dinitrosalisilico (DNS) bajo la misma
metodologia descrita en la seccion 4.3.3. Tanto en el caso de los EH y EA, las concentraciones
iniciales en azucares reductores solian superar los 10 g/L. Por lo tanto, para estandarizar las
condiciones experimentales, dichas soluciones fueron diluidas empleando ViC; = V2Cs, y

adicionando Unicamente agua tipo I hasta obtener una concentracion final aproximada de 10 g/L.

A partir de lo planteado, se prepararon por triplicado medios modificados de 100 mL, en
matraces Erlenmeyer de 250 mL. Los medios liquidos fueron ajustados a pH neutro (pH 7.0)
utilizando soluciones de NaOH o HCI al 1M seglin fuese necesario. La homogenizacion de los
medios se realizod en plancha de calentamiento con agitacion magnética constante, hasta obtener
un liquido traslicido y homogéneo. Finalmente, los medios preparados se cubrieron con papel

aluminio, y se esterilizaron en autoclave manual a 120°C y 20 psi durante 15 minutos, procurando
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no exceder el tiempo de esterilizacion para evitar la degradacion térmica de los aziicares presentes.
Transcurrido el tiempo, los medios fueron enfriados a temperatura ambiente y almacenados bajo

condiciones estériles hasta su posterior inoculacion.

4.11 Ensayo preliminar de fermentacion en medios modificados y monitoreo de

crecimiento bacteriano

La evaluacion preliminar de la capacidad de B. thuringiensis para crecer en estos medios
modificados con extractos de cascara de papaya (EH y EA), se llevaron cabo mediante
fermentaciones controladas. Los medios de cultivo modificados fueron inoculados con una porcion
de 2 mL (2% v/v) de medio de activacion inoculado con B. thuringiensis previamente ajustado a
una turbidez en la escala 2 de McFarland. Los biorreactores se incubaron a 30°C durante 72 horas
en un agitador orbital Digital (JPSHID40, JPinglobal, Colombia) a 150 rpm. Como control
experimental, se utiliz6 MSM con dextrosa anhidra (10 g/L) como fuente de carbono, el cual fue
esterilizado, inoculado e incubado bajo las mismas condiciones descritas para los medios

modificados.

El monitoreo del crecimiento bacteriano fue realizado mediante espectrofotometria UV-
Vis para construir una curva cinética de crecimiento. En intervalos de tiempo de 0, 24, 48 y 72
horas, se tomaron alicuotas de 200 pL de cada cultivo, las cuales fueron diluidas en relaciéon 1:4
con agua tipo I para evitar absorbancias mayores a 1. Las muestras diluidas previamente
homogenizadas para evitar sedimentacion fueron dispuestas en una microplaca de 96 pozos de
fondo plano. La densidad optica fue registrada a 595 nm mediante un lector de microplacas,
(EPOCH Agilent Technologies, EE.UU.) por triplicado para garantizar la reproducibilidad de los
datos. Los resultados se expresaron mediante curvas de crecimiento (densidad 6ptica vs tiempo)

para cada biorreactor.
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Etapa 3: Obtencion de biomasa bacteriana, acumulacion y extraccion de PHA

4.12 Disefio de experimentos (Diseiio central compuesto— respuesta de superficie

CCD-RSM)

El disefio de experimentos fue planteado y optimizado mediante el software estadistico
Desing-Expert® (Version 13.0, Stat-Ease inc, EE. UU)(Version 13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis,
MN, EE. UU) ampliamente utilizado para la optimizacidon de procesos biotecnoldgicos. Se empleod
un enfoque de superficie de respuesta (RSM) basado en un disefio central compuesto (CCD) de
tres niveles (minimo, central y maximo). Para evaluar simultdneamente los efectos y las
interacciones entre factores, las variables independientes fueron establecidas como: Xi-
Temperatura de incubacion (°C), Xo-pH del medio, X3-concentracion inicial de azlcares
reductores (g/L) y X4- relacion de indculo (%v/v). Como variable de respuesta (Y) se establecio el
rendimiento de biopolimero extraido (g/L). El disefio experimental genero un total de 30 ensayos
experimentales, combinando 8 experimentos axiales, 16 experimentos factoriales y 6 experimentos
como réplicas en el punto central, permitiendo evaluar los efectos individuales, efectos de

interaccion y posibles curvaturas dentro del espacio experimental definido (Apéndice 23).

4.12.1 Preparacion de medios de cultivo liquidos modificados segun el disefio

experimental (DCC-RSM)

La preparacion de los medios de cultivo liquidos modificados, ajustados a las condiciones
de establecidas por el CCD-RSM, se realiz6 siguiendo el protocolo de la seccion 4.7, con las
modificaciones especificas correspondientes a cada combinacidon experimental. Con base en los

resultados de los ensayos preliminares, se determind que el medio de fermentacion a optimizar
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seria aquel formulado a partir del extracto acuoso de céscara de papaya como fuente de principal

de carbono.

A estos medios modificados se les adicionaron las cantidades de sales del MSM
previamente descritas, disolviendo los componentes en caliente mediante plancha de
calentamiento con agitacion magnética hasta obtener una solucion homogénea y translicida. La
concentracion de azicares reductores en cada biorreactor se ajustd cuantitativamente de acuerdo a
los niveles experimentales establecidos en el disefio, mediante el método colorimétrico de DNS

segun la metodologia experimental establecida en la seccion 4.3.3.

Finalmente, los medios liquidos preparados se esterilizaron en autoclave manual bajo las

mismas condiciones previamente mencionadas (20 psi, 120 °C y 15 min).

4.12.2 Efecto de la temperatura de incubacion.

La variable experimental fisica correspondiente a la temperatura de incubacion fue
evaluada en tres niveles: 27°C, 30°C y 37°C, con el objetivo de establecer las condiciones dptimas

de crecimiento.

4.12.3 Efecto del pH inicial.

El pH inicial del medio de cultivo se ajustd usando soluciones de acido clorhidrico (HCI)
IM y soluciéon de carbonato de sodio (NaxCOsz) 1M, representando tres condiciones

experimentales: medio acido (5.5), medio neutro (7.0) y medio basico (8.5).

4.12.4 Efecto de la relacion de inoculo.

La influencia de la relacion de inoculo sobre la fermentacion fue evaluada adicionando
diferentes porcentajes en volumen (%, v/v) de indculo bacteriano previamente ajustado a una

turbidez equivalente a 2 McFarland (6 x 108 UFC/mL). Las concentraciones de ensayo fueron: 2%,
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4% y 6% v/v, asegurando que el volumen final de fermentacion se mantuviera constante en todos
los ensayos, con lo cual el volumen de indculo adicionado remplazo proporcionalmente el volumen

de medio de cultivo correspondiente.

4.12.5 Efecto de la concentracion de extracto de cascara de papaya como fuente de

carbono.

Para evaluar el efecto de la fuente de carbono, se prepararon medios de cultivo con tres

niveles de concentracion de azlcares reductores disueltos, equivalentes a 10, 20 y 30 g/L.

4.12.6 Estratificacion experimental por bloques (Bloques 1-5)

Los experimentos fueron organizados mediante un disefio por bloques, en funcion de las
variaciones de temperatura definidas por el CCD-RSM. De este modo, se establecieron cinco
bloques experimentales independientes, cada uno definidos por un nivel térmico especifico:
Bloque 1 (30°C), Bloque 2 (37°C), Bloque 3 (44°C), Bloque 4 (51°C) y Bloque 5 (23°C). Esta
estratificacion permitio evaluar de forma organizada los efectos especificos de la temperatura sobre
la produccion de PHA. Cada bloque incluyo réplicas experimentales aleatorizadas para garantizar

la robustez de los resultados.

4.13 Determinacion de la biomasa seca

Finalizadas las 72 horas de fermentacion, la biomasa bacteriana fue separada del medio de
cultivo mediante centrifugacion en tubos Falcon de 50 mL a 6000 rpm (4000g) durante 10 minutos,
descartando el sobrenadante. El pellet celular obtenido se lavo tres veces con alicuotas de 40 mL
de agua tipo I, realizando una centrifugacion bajo las mismas condiciones entre cada resuspension
con el fin de eliminar residuos del medio liquido (sales). La biomasa lavada se transfirié a tubos

Eppendorf de 2 mL previamente pesados y fueron secados en un termo mezclador (HM-100 Pro,
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DLAB Scientific Malasia) durante 72 horas, hasta alcanzar peso constante. La biomasa seca se
cuantifico por diferencia gravimétrica (masa final — masa inicial del Eppendorf). El resultado fue
expresado en gramos de biomasa seca por litro de medio de cultivo (g/L). Finalmente, la biomasa
deshidratada fue homogenizada mediante trituracion en mortero con pistilo hasta obtener un polvo
fino, el cual fue almacenado en tubos Eppendorf de 2 mL debidamente etiquetados para su uso

posterior.

4.14 Identificacion y extraccion del PHA producido por el aislado bacteriano

La extraccion de PHA se realizo a partir de lo reportado por Yasin & Al-Mayaly. (2021) con
algunas modificaciones. Fueron pesados 30 mg de biomasa seca en polvo en balanza
analitica de precision (0.1mg) (HR 250-A, A&D Company, Tokio,) y posteriormente
dispuestos en tubos Falcon de 15 mL. A cada muestra se adicionaron 5.2 mL de cloroformo,
seguido de un tratamiento con ultrasonido (Easy 30 H, Elma Schmidbauer GmbH,
Alemania) a 30°C durante 15 minutos, para facilitar la lisis celular y la solubilizacion del
bioplastico tipo PHA. Posteriormente, fueron incorporados 2.1 mL de hipoclorito de sodio
(5% v/v) para digerir los componentes celulares no poliméricos; la matriz se homogenizé
en vortex a maxima capacidad por 10 minutos y luego se centrifugd a 6000 rpm durante 10
minutos. Tras la centrifugacion, se observaron tres fases: una capa superior acuosa, que fue
desechada; una fase intermedia con residuos celulares, y una fase inferior organica rica en
PHA, la cual fue extraida cuidadosamente con una pipeta Pasteur. Esta fase orgénica se
recolectd en tubos Eppendorf de 2mL, previamente etiquetados y pesados, estos fueron
dispuestos en una cabina de extraccion para evaporar el cloroformo a temperatura ambiente

durante 24 horas. Trascurrido este tiempo, se registré nuevamente el peso y se verifico la
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presencia de un so6lido blanquecino; la cantidad de PHA obtenido se determind mediante

diferencia gravimétrica y se expreso en términos de % de extraccion.

4.12.6 Parametros de fermentacion.

Tras finalizar cada fermentacion, se calcularon los siguientes parametros de rendimiento

para evaluar la eficiencia del proceso (Quintero-Silva et al., 2024).

Concentracion de biomasa seca.

La concentracion de biomasa celular seca (X), es expresada en gramos por litro (g/L) y se

determind gravimétricamente seguin la Ecuacion 2:

Cantidadde biomasa seca (g)

X(g/L) = (Ecuacioén 2)

Volumen de cultivo (L)
Rendimiento PHA-biomasa.

Representa la eficiencia (Ypx) con la que la biomasa celular convierte los recursos

metabolicos en el producto de interés, se expresa en (g/g) y se determind segun la Ecuacion 3:

(Masa PHA final — Masa PHA inicial) (g)

Y, =
p/x (Masa Biomasa seca final — Masa Biomasa seca inicial) (g)

= ﬁ (Ecuacion 3)

Concentracion de PHA.

La concentracion de PHA es una medida directa de la cantidad de biopolimero acumulado

en el volumen de cultivo expresada en gramos por litro (g/L). Se determin6 segun la Ecuacion 4:

PHA (g/L) = Y,,x * X (Ecuacion 4)
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Productividad Volumétrica de PHA (Qp).

Principal variable de respuesta, representa la velocidad global del proceso. Se expresa en

gramos de PHA por litro de cultivo por hora, se calcul6 con la ecuacion 5.

(Masa PHA final — Masa PHA inicial) (g)

Qr = horas de fermentacion — volumen de fermentacion
AP Eeuacion S
= —— (Ecuacion
r Al )

4.15 Analisis estadistico

Dado que el disefio experimental se bas6 en un sistema de disefo central compuesto, la
necesidad de réplicas se abordd estratégicamente mediante la inclusion de puntos centrales (6), lo
cual permiti6 prescindir de la realizacion de experimentos por triplicado en cada uno de los puntos
factoriales y axiales. Las diferencias estadisticamente significativas existentes entre las variables
experimentales y sus interacciones se evaluaron mediante un anélisis de varianza (ANOVA) de un
solo factor, estudio que fue realizado por el mismo software estadistico Desing-Expert® (Version
13.0, Stat-Ease inc, EE. UU) (Version 13.0, Stat-Ease Inc., Minneapolis, MN, USA). Para el
andlisis preliminar y la visualizacion de los datos iniciales se utilizd Microsoft Excel 2016
(Microsoft Corporation, Redmont, WA, USA), mientras que los graficos y tablas finales se

digitalizaron mediante Origin2024b (OriginLab Corporation, Northamton, MA, EE. UU).
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Etapa 4: Verificacion y validacion de las condiciones de cultivo optimizadas segin

CCD-RSM Yy analisis instrumental

4.16 Preparacion de medio optimizado, fermentacion y extraccion del biopolimero

El medio de fermentacion para validar la optimizacion de los resultados experimentales se
preparo6 siguiendo los parametros determinados por el software Desing-Expert® (Version 13.0,
Stat-Ease inc, EE. UU) (Version 13.0, Stat-Ease inc, EE. UU), de acuerdo con los procedimientos
metodoldgicos descritos en la seccion 4.7. La fermentacion se llevo a cabo durante 72 horas, con
registros de densidad Optica a las 0, 24, 48 y 72 horas de incubacion. Finalmente, la extraccion del
biopolimero se realizé de la misma forma siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 4.14,
con el fin de garantizar la coherencia entre la manipulacion de biomasa del disefio central y el

ensayo de optimizacion.

4.17 Curva de consumo de fuente de carbono en medio optimizado.

Se realizd un seguimiento temporal del consumo de carbohidratos utilizando los métodos
colorimétricos de 4cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) y Antrona. El muestreo se tom¢ directamente
de los biorreactores en tiempos definidos a las 0, 24, 48, 72 horas de fermentacion. En cada punto,
se extrajeron 4 mL de cultivo por biorreactor, los cuales se depositaron en tubos Eppendorf estériles
y se centrifugaron a 8000 rpm durante 10 minutos, con el objetivo de separar la biomasa bacteriana
del sobrenadante liquido. La preparacién de las muestras para el andlisis se realizd mediante
diluciones con agua tipo I: una dilucién 1:20 para las muestras destinadas al ensayo de DNS y una
dilucién 1:120 para las utilizadas en el método de antrona. El andlisis se llevo a cabo siguiendo los
mismos protocolos de las secciones 4.3.3 y 4.3.4 (cuantificacion de azicares reductores totales y
cuantificacion de carbohidratos totales, respectivamente). Cada punto de muestreo fue recolectado

y analizado por triplicado, utilizando las curvas de calibracion respectivas para determinar
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cuantitativamente la concentracion de azucares presentes en el medio de cultivo durante las

distintas etapas de fermentacion.

4.18 Caracterizacion mediante FTIR

Se utiliz6 un espectrometro infrarrojo (FT/IR-4X, Jasco Inc, Japon) acoplado a un mddulo
ATR (PRO 4X, Jasco Inc, Japdn) el cual incorpora un diamante monolitico de alto rendimiento. El
espectrometro presenta un rango espectral de 400-4000 cm™ en el cual fueron programaros
barridos autométicos con una duracion fija de 1:30 min y una resolucion de 4 cm™. Posteriormente,
los espectros obtenidos fueron procesados y visualizados mediante el software Spectra Manager
Ver 2.5 (Jasco Inc, Japon) y software de codigo abierto Spectragryph Verl.2.16 (Spectroscopy

Ninja, Alemania).

4.19 Caracterizacion mediante MALDI-TOF/TOF

Para la caracterizacion del biopolimero obtenido, se empled espectrometria de masas
MALDI-TOF utilizando un equipo MALDI-TOF/TOF (UltrafleXtreme, Bruker Daltonics,
Billerica, MA), equipado con un laser Nd:YAG de 355 nm operado a 1 kHz. Previamente al
analisis, los biopolimeros obtenidos (fermentacién de optimizacion, control con glucosa como
fuente carbono y patréon de PHB) fueron sometidos a un proceso de limpieza, que consistid en
lavados secuenciales con 0.5 pL de hexano, acetona y éter etilico, dejandolos en reposo por 30
minutos, seguido de centrifugacion a 8000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante fue descartado

y el pellet residual fue secado en su totalidad en cabina de extraccion.

Posteriormente, se tom6 una pequefia porcion de cada pellet procesado (aproximadamente

5 mm?), los sélidos fueron dispuestos en viales &ambar para HPLC y se adiciond 1mL de cloroformo
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a cada vial. Seguidamente, fueron sometidos a un bafio en ultrasonido con calentamiento leve
(30°C) durante 45 minutos, hasta observar completa solubilidad del solido. Como agente
cationizante, se utilizd una solucion de acetato de sodio preparado en metanol/cloroformo

(proporcion 1:4) con una concentracion de 1 ug/mlL.

La matriz seleccionada fue DCTB (trans-2-3[3-4-terc-butilfenil)-2-metil-2-
propeniliden]malononitrilo) en cloroformo (Smg/mL ~14,910 uM). La preparacion de las muestras
se realizd mezclando, en tubos Eppendorf de 0.2 mL, 5 uL de matriz, 5 uL de polimero disuelto y
1 uL del agente cationizante. La mezcla fue homogenizada por vortex y se depositd por duplicado

1 uL de esta mezcla sobre la placa de analisis (MTP 384 target plate polished stainless Steel).

El analisis fue llevado a cabo en modo reflectron positivo, con un rango de deteccion de
1000 a 5000 m/z, ganancia del detector fue ajustada a 20.0 kV, voltaje de la fuente iones a 25.0 kV,
reflectron a 25.0 kV y una extraccion de iones pulsada de 100 ns. La tasa de muestreo se establecid
en 0.5 Gs/s y se aplicd un suavizado en tiempo real (alto) para mejorar la calidad del espectro.
Finalmente, el posterior andlisis de los datos espectrales se realizo con el software FlexAnalisis

(Bruker Daltonics),

A partir de los espectros obtenidos, se calcularon los parametros clasicos para la

caracterizacion de la distribucion de masas moleculares de polimeros, los cuales fueron:

e Masa molecular promedio en numero (M,): El cual representa el promedio
aritmético de las masas moleculares de todas las cadenas poliméricas en una

muestra (Croxatto et al., 2012; Payne & Grayson, 2018).

e Masa molecular promedio en peso (My): El cual refleja el promedio ponderado por

la masa de cada cadena polimérica, de modo que las moléculas de mayor tamafo
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contribuyen en mayor proporcion al valor final (Croxatto et al., 2012; Payne &
Grayson, 2018).

e Indice de polidispersidad (PDI). Este cuantifica la amplitud de la distribucion de
masas moleculares de un polimero. Un PDI igual a 1 indica que todas las cadenas
tienen el mismo tamarfio y se infiere que es una cadena monodispersa, mientras que
un indice mayor a 1.5 reflejan heterogeneidad (Auch et al., 2019; Rahmani Del
Bakhshayesh et al., 2020).

e Grado de polimerizacién promedio en nimero (DP,); Indica el numero promedio
de unidades repetitivas por cadena, calculado como M,/My donde My es la masa
del aducto repetitivo (Panda et al., 2014).

¢ Grado de polimerizacion promedio en peso (DPyw). Expresa el promedio ponderado
por peso del nimero de unidades repetitivas por cadena, resulta mas sensible a la

presencia de cadenas poliméricas de gran tamafio Mw/Mo (Panda et al., 2014).

Dado que se trata de una técnica espectroscopica, las ecuaciones se establecen utilizando
las intensidades relativas (Ii) de las sefiales observadas en los espectros MALDI-MS-TOF/TOF, en
lugar del numero absoluto de moléculas (Nj) de cada especie. Este enfoque difiere de los métodos
no espectroscopicos o técnicas coligativas, donde el nimero absoluto de moléculas es la magnitud

directamente medida (Walterova & Horsky, 2011) (Tabla 3).
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Tabla 3. Ecuaciones parametro para caracterizacion de sefiales MALDI-MS TOF/TOF

Parametro Ecuacion
Masa molecular promedio en M. — 2 M,
nimero (M) L
Masa molecular promedio en peso W Y ;M7
(MW) W Z IiMi
;o . . M,,
Indice de polidispersidad (PDI) PDI = A
n
Grado de polimerizacién promedio  ,, _ My
en niimero (DPy) "M,
Grado de polimerizacion promedio M,,
DP,,

en peso (DPy) - Fo

Siendo I;= Intensidad relativa; M;=Masa molecular; M? = Cuadrado de la masa molecular

My= Masa del mondmero repetitivo. Fuente: Autor de la investigacion.

5. Analisis de resultados y discusion

Se presentan a continuacion los resultados obtenidos en la produccién de
polihidroxialcanoatos (PHA) utilizando céscara de papaya como tnica fuente de carbono. Durante
la fase experimental se recolectaron un total de 35 Kg de materia fresca provenientes de los

diferentes puntos de muestreo en el area metropolitana de Bucaramanga.

5.1 Preparacion de la materia prima: Deshidratacion y caracterizacion

El pretratamiento inicial de la materia prima consistio en su deshidratacion con el fin de
facilitar el almacenamiento, molienda y estandarizacién de los ensayos posteriores. Para
caracterizar este proceso, se realiz6 un analisis cinético en el cual fueron tomados cinco muestras
de cascara aleatorias con diferente peso y tamafio (denominadas M1, M2, M3, M4 y M5) las cuales

fueron sometidas a un proceso de secado en horno a 50°C.
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Figura No. 11 Cambios fisicos en la cascara de papaya durante el secado.

NOTA: (A) Evaluacion visual de las céscaras antes del proceso de secado, (B) posterior al
secado.

Como se observa en la Figura No 11, las céscaras frescas, caracterizadas por su color
naranja brillante, redujeron drasticamente su tamafio tras el secado y tornaron hacia tonalidades

pardas y rojizas oscuras.

El analisis gravimétrico (Figura No.12) mostrd que la mayor pérdida de agua ocurri6é en
las primeras 24 horas, con una reduccion del 87.5+0.056% de la masa inicial. A partir de este
punto, la velocidad de secado disminuy6 considerablemente, alcanzando un peso practicamente
constante a las 72 horas. La pérdida de masa final promedio fue del 87.6+0.036% tras 144 horas,

confirmando el elevado contenido de humedad inicial de la cascara de papaya.

Este proceso de deshidratacion constituye un paso esencial para preservar la estabilidad
microbiologica del sustrato durante el almacenamiento y garantizar su dosificacion homogénea en

etapas posteriores (Saini et al., 2019).
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Figura No. 12 Cinética de deshidratacion de la cascara de papaya a 50 °C.
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Nota: Cada punto representa el promedio de la pérdida de masa porcentual de las cinco muestras
de cascara seleccionadas aleatoriamente.

5.2 Seleccion y justificacion del método de preparacion del sustrato de fermentacion.

Para obtener un sustrato liquido fermentable a partir de triturado de céscara de papaya, se
compararon dos estrategias fundamentales: una extraccion por difusion a una temperatura de 90-
100°C y una hidrolisis quimica con acido clorhidrico (HCI). El objetivo fue identificar el método
con el mejor balance entre una alta extraccion de azucares y una baja generacion de compuestos

inhibitorios para el crecimiento de Bacillus thuringiensis (C01).

Las diferencias mas notorias fueron apreciadas por inspeccion visual (Figura No. 13).
Mientras que la extraccién acuosa produjo un liquido translicido de color naranja claro, la
hidrdlisis acida gener6 un extracto opaco de tonalidad marrén oscuro, cuya intensidad aumentaba
con la concentracion del acido. Este pardeamiento indica la ocurrencia de reacciones de

degradacion de carbohidratos, principalmente reacciones de Maillard y caramelizacion de
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azlcares, procesos que son fuertemente inducidos por las drasticas condiciones de hidrolisis

(121°C, pH 4cido, y 20 PSI) (Chandler et al., 2012).

Como consecuencia, se forman compuestos derivados como el 5-hidroximetifurfural

(HMF) a partir de hexosas y furfurales a partir de pentosas como se ilustra en la Figura No. 14.

Ambos metabolitos reconocidos por su fuerte actividad inhibitoria al interferir en rutas metabolicas

de microorganismos (Belitz & Grosh, 1997).

Figura No. 13 Comparacion visual de los extractos
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Nota: (A) Extracto acuoso, traslicido y de color naranja. (B) Extracto hidrolizado con HCl al 3%

(p/v), opaco y de color marrén oscuro.
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Figura No. 14 Mecanismo de reaccion para la deshidratacion de D-glucosa en medio &cido para
formar 5-hidroximetilfurfural (HMF)
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5.2.1 Evaluacion del tiempo de extraccion para el extracto acuoso

La optimizacion del tiempo de extraccion con agua caliente se realizd con el fin de
maximizar la recuperaciéon de azlicares solubles (Tabla 4). Se ensayaron cuatro tiempos de
exposicion (15, 30, 60 y 120 minutos), mas un control a temperatura ambiente expuesto durante
30 minutos sobre el cual el andlisis de varianza de una via (ANOVA) confirm6 un efecto
significativo del tiempo sobre la concentracion de azlicares (p<0.0001) con detalles presentados

en el Apéndice 20.

La prueba de Tukey permiti6é determinar que la extraccion a 30, 60 y 120 minutos (10.98
+0.162 g/L, 11.15£0.173 g/L y 11.8+£0.138 g/L, respectivamente, de azlcares reductores en
solucién) fueron estadisticamente significativas con respecto al tratamiento de 15 minutos
(8,643+0.334 g/L). Por ello, se selecciond 30 minutos como el tiempo 6ptimo, al maximizar la

extraccion de azlicares sin incrementar innecesariamente la duracion del proceso de extraccion.
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Tabla 4. Concentracion de aztcares reductores (g/L) en el extracto acuoso de cdscara de papaya
en funcion del tiempo de extraccion.

Tratamiento (min) [Azicares reductores]

(g/L)
Control 5.42340.1037
15 8.643 + 0.334¢
30 10.982 +0.162°
60 11.159 £0.173°
120 11.8+0.138%

Nota. Las letras en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05)

5.2.2 Analisis comparativo de los métodos de pretratamiento

Una vez se determind el tiempo Optimo de extraccion en medio acuoso, se compard este
extracto (30 min) con los hidrolizados acidos al 1% v/v, 2% v/v y 3%v/v. Se evaluaron tres
parametros criticos: concentracion de azlcares reductores, concentracion de proteinas solubles y

concentracion de compuestos fendlicos (Tabla 6).

Tabla 5. Resumen de la Composicion Quimica de los Extractos de Cascara de Papaya.

Tratamiento Azicares reductores Proteinas solubles Compuestos fenolicos
(g/L) (g/L) (ppm)
EA 10.98 £ 0.16¢ 0.759 +0.019¢ 37.52 + 1.44¢
EH 1% 11.07 £ 0.11° 0.683 + 0.087% 501.24 + 4.5
EH 2% 11.55+0.16° 0.626 + 0.100% 520.07 + 7.45¢
EH 3% 12.08 £ 0.24¢ 0.530 £0.15¢ 549.99 + 5.56“

Nota. Las letras en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05).
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5.2.2.1 Efecto sobre la liberacion de azicares reductores.

El ANOVA (Apéndice 21) mostrd diferencias estadisticamente significativas del método
de extraccion sobre la concentracion de azucares reductores (F-valor 155.27, p-valor<0.001). Para
identificar las diferencias especificas entre los tratamientos, la prueba T demostr6 que, si bien los
EH al 2%v/v y 3%v/v produjeron concentraciones de azucares significativamente mayores que los
demas tratamientos (p-valor<0.0001), la diferencia observada entre el EA (10.98+0.16 g/L) y EH
1% (11.07+0.11 g/L) no fue estadisticamente significativa (p-valor = 0.464). Este hallazgo es
fundamental, puesto que indica que la extraccién acuosa, es tan eficaz para la liberacion de

azucares como el tratamiento hidrolitico mas leve.

Cabe destacar que la cuantificacion en los hidrolizados acidos puede estar sobre estimada,
debido a que los subproductos de degradacion (como HMF) también reaccionan con el reactivo
DNS, generando lecturas incorrectas (efectos indirectos de medida) Deshavath et al., (2020). Esto
implica que la disponibilidad real de carbohidratos fermentables en los extractos acidos podria ser

mucho menor de lo reportado.

5.2.2.2 Efecto sobre la liberacion de proteinas solubles.

El contenido de proteinas solubles también se vio afectado por el método de extraccion (F-
valor = 17.11, p-valor=0.001) (Apéndice 22). El extracto acuoso presentd la concentracion mas
alta (0.759 £0.019 g/L), significativamente mayor que los hidrolizados al 2% y 3%. Esta reduccion
observada en los EH se atribuye a la hidrdlisis acida de enlaces peptidicos, que genera fragmentos
pequefios y aminodcidos libres menos detectables por el ensayo Bradford (Stoscheck, 1990; Agyei
et al., 2016). Esto no implica una pérdida total de nitrogeno, sino una alteracion de la estructura

proteica que podria afectar la biodisponibilidad de nutrientes para el microorganismo.
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5.2.2.3 Efecto sobre la liberacion de compuestos fendlicos.

El analisis de compuestos fenolicos mostro la diferencia mas determinante (Apéndice 23)
(F-valor = 40179.51, p-valor < 0.001). El extracto acuoso registré apenas 37.52+1.44 ppm,
mientras que el hidrolizado mas suave (1%v/v) supero las 500 ppm. Cada tratamiento se agrup6

en categorias estadisticas distintas, confirmando la magnitud de esta variacion.

Los compuestos fenolicos liberados bajo condiciones acidas poseen una reconocida
actividad citotoxica. Una amplia variedad de ellos presenta una naturaleza hidrofobica lo que les
permite insertarse en la membrana, alterar la fluidez, comprometer el transporte de protones y
generar estrés oxidativo (Bylka & Irena Matlawska, 2003; Donadio et al., 2021; Bustos, 2017). En
consecuencia, los niveles detectados en los hidrolizados (>500ppm) son suficientes para anticipar

una fuerte inhibicion del crecimiento bacteriano.

Por lo tanto, la evidencia estadistica y bioquimica respalda la extraccion acuosa como el
método mas adecuado para la preparacion del sustrato. Aunque la hidrolisis acida puede
incrementar levemente el rendimiento aparente de azucares, este beneficio se ve anulado por la
degradacion de proteinas y, especialmente por la acumulacion de compuestos fenodlicos que
podrian afectar el objetivo de este estudio. El extracto acuoso, en contraste, ofrece un balance
favorable con alta disponibilidad de carbono, conservando nutrientes y ausencia de inhibidores
bacterianos en niveles criticos, convirtiéndolo en el sustrato més idoneo para las fases posteriores

de la investigacion.
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5.3 Caracterizacion del sustrato (extracto acuoso)

Con el EA como método de pretratamiento mas adecuado, se procedid a una
caracterizacion detallada de su composicion, con el fin de evaluar su potencial como medio

fermentativo.

5.3.1 Perfil de carbohidratos por UPLC-MS

El andlisis de carbohidratos se realizd6 mediante cromatografia liquida de ultra-alta
eficiencia acoplada a un detector de masas (UPLC-MS-QDa), con el objetivo de identificar y
cuantificar los azlcares solubles clave disponibles en el extracto. El cromatograma resultante
(Figura No.18) evidencio tres sefiales principales con tiempos de retencion (t;) en 1.83,4.94 y 5.25

minutos.
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Figura No. 15 Perfil cromatografico obtenido por UPLC-QDa del extracto acuoso de céascara de
papaya.
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La sefal més intensa, con t=4.94 min fue identificada de manera concluyente como
maltosa (por comparacion con patron estandar). Esta identificacion se sustentd en el espectro de
masas en modo de iones negativo (ESI-), el cual mostré un ion molecular deprotonado del tipo
[M-H] con una relacion m/z de 341.10, correspondiente a la formula molecular de la maltosa
C12H22011 (Figura No. 19). La cuantificacion, basada en la curva de calibracion (Apéndice 11),
permitid determinar una concentracion de 14.76+ 0.71 mg/g de maltosa (respecto al peso seco de

cascara de papaya) en el EA.
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Figura No. 16 Espectro de masas de la senal cromatografica en t= 4.94 min obtenida por UPLC-
QDa
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La alta concentracion de maltosa, como el principal disacarido presente en la muestra, tiene
implicaciones metabdlicas relevantes. Especificamente, bacterias del género Bacillus poseen la
enzima maltasa, que hidroliza el enlace glucosidico de la maltosa, liberando sus dos mondmeros
constituyentes de glucosa (Reid & Abratt, 2005). Mientras que la glucosa puede incorporarse de
manera directa a la glucdlisis. Las dos sefiales restantes en t; 1.83 y 5.25 min, aunque no pudieron
ser confirmadas con certeza, pueden ser asignadas hipotéticamente analizando sus espectros de

masas.

La sefial en t;,=1.83 min presenta un ion molecular en m/z 160.74. Este valor es altamente

consistente con una hexosa (C¢H1206, masa 180.16 g/mol), es probable que la glucosa o su isémero
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la fructosa, hayan perdido una molécula de agua durante la ionizaciéon para formar un aducto
[Hexosa-H>O-H]. De manera analoga, la sefal en t=5.25 min, con un ion principal en m/z 130.94,
se relaciona hipotéticamente con una pentosa (CsHi0Os, masa=150.13 g/mol), como la xilosa o la

arabinosa, que ha experimentado el mismo proceso de deshidratacion.

La ausencia de los iones moleculares [M-H]| en m/z 179 (para las hexosas) y m/z 149 (para
las pentosas), es una prueba clave que respalda esta hipotética asignacion. Tal como lo demostraron
J. L. Chen et al., (2016) en su estudio sobre la estabilidad de los carbohidratos, la reaccion de
deshidratacion en la fuente de iones (ESI) es un proceso tan rapido y energéticamente favorable
para los azucares, que la intensidad del ion molecular intacto se reduce drasticamente, a menudo
por debajo del limite de deteccion. Esto provoca que el ion deshidratado, al ser mas estable en fase

gaseosa, se convierta en la especie dominante y més facilmente detectable.
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Figura No. 17 Espectros de masas (ESI-) correspondientes a los picos cromatograficos en t; = 1.83
min (A) y t: = 5.25 min (B).
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5.3.2 Composicion fisicoquimica y perfil de minerales de la cascara de papaya.

Adicionalmente se evaluo la composicion fisicoquimica y minerales presentes en la céscara de

papaya para valorar su aporte nutricional en la fermentacion. Resultados presentados en la Tabla

6.

Tabla 6. Caracterizacion fisicoquimica y perfil de minerales de la cascara de papaya.

Parametro Resultado Unidad

Humedad 3.87 %
Cenizas 7.57 %
. 34035.63 mg Ca/kg
Calcio
3.404 %Ca
. 5720.15 mg Mg/kg
Magnesio
0.572 %Mg
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1756.58 mg Na/kg

Sodio
0.176 %Na
. 40081.57 mgK/kg
Potasio
4.008 %K

Nota: Analisis realizado por el LQCI adscrito a la UIS.

El contenido de cenizas (7.57%) fue considerablemente alto en comparacion con residuos
de otras frutas, como céscara de naranja (4.92%), o pifia (4.5-5.0%) (Dias et al., 2020), lo cual

refleja una reserva mineral particularmente rica.

Dentro de los cationes el potasio (K ") fue el mas abundante (40081.57 mg/kg). Este ion es
crucial para mantener la presion osmoética y el pH citoplasmatico, ademas de actuar como cofactor
de enzimas glucoliticas como la piruvato quinasa (Oria-Herndndez et al., 2005; Sheng H-W, 200
C.E.). El Calcio (Ca®"), con una concentracion de 34035.63 mg/Kg, ocup6 el segundo lugar en
abundancia, siendo fundamental para la estabilidad de la pared celular en bacterias Gram-positivas,
ademas de participar en el proceso de esporulacion (Sinneld et al., 2019). Seguidamente el
magnesio (Mg®") con 5720.15 mg/kg , estabiliza estructuras ribosomales y 4acidos nucleicos,
actuando como cofactor en numerosas reacciones enzimaticas dependientes de ATP (Groisman et
al., 2013) Finalmente, el sodio (Na") con 1756.58 mg/Kg, fuel el cation menos abundante de los
cuantificados, el cual también cumple funciones importantes en la fisiologia bacteriana,
principalmente en el mantenimiento del equilibrio osmotico, la participacion en el transporte de
nutrientes a través de la membrana celular. Adicionalmente, es crucial para la generacion de

gradientes electroquimicos necesarios para los procesos de transporte y sefializacion celular

En conjunto, esta composicion mineral representa una ventaja biotecnoldgica significativa
frente a otros sustratos. Indica que la cascara de papaya no solo es materia de desecho, al contrario,

representa un posible medio de cultivo naturalmente enriquecido, que puede suplir parte de los
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micronutrientes esenciales para un crecimiento bacteriano robusto, reduciendo potencialmente la

necesidad de suplementos externos (Macédo et al., 2019).

5.4 Adecuacion de los hidrolizados acidos mediante adsorcion con carbon activado.

El analisis comparativo previo (Seccion 5.2) reveld que la hidrolisis acida, si bien
maximizaba la liberacion de azicares, generaba concentraciones de compuestos fenolicos
superiores a 500 ppm. Niveles tan elevados de estos compuestos son reconocidamente por su
actividad inhibitoria para muchos microorganismos, ya que pueden alterar la integridad de la
membrana celular e interrumpir rutas metabolicas clave, comprometiendo asi la viabilidad del
sustrato para la fermentacion (Bouarab-Chibane et al., 2019). Por lo tanto, se evalu6 una etapa de
acondicionamiento con carbon activado granular, como estrategia para reducir s la carga de

inhibidores y determinar si era posible mejorar la calidad de los hidrolizados.

El tratamiento consistio en la adsorcidon con carbon activado al 5% (p/v). Para determinar
su eficacia, se cuantifico la concentracion de fenoles totales antes y después del proceso, tanto en
los hidrolizados 4cidos (EH) como en el extracto acuoso seleccionado (EA). El ANOVA mostrd
un efecto estadisticamente significativo (F-valor = 25509.26, p-valor < 0.001), confirmando el

impacto del tratamiento. Los resultados de las comparaciones multiples de Tukey dejo en
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evidencia el drastico efecto en la concentracion de fenoles para cada uno de los tratamientos,

cuyos detalles se presentan en el Apéndice 24.

Figura No. 18 Eficacia del tratamiento de detoxificacion con carbon activado para la remocion
de compuestos fenolicos en los diferentes extractos.
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Nota: Comparacion de la concentracion de compuestos fendlicos totales (ppm) en el extracto
acuoso (EA) y los hidrolizados acidos (EH) antes (No Tratamiento) y después (Trat Carbon) del
proceso de adsorcion. Cada barra representa el promedio de tres réplicas y las barras de error
indican el error estandar de la media (SEM). Las letras indican diferencias estadisticamente
significativas entre los tratamientos (p<0.05).

El tratamiento con carbdn activado redujo significativamente la concentracion de fenoles
en los hidrolizados, alcanzando disminuciones del 39%, 38% y 36% para los hidrolizados al 1%,

2%y 3%, respectivamente. Este efecto se debe a la alta superficie especifica y la naturaleza porosa
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del carbon activado, que favorece la adsorcion de compuestos aromaticos como los polifenoles

(Bernal et al., 2017).

Sin embargo, a pesar de esta significativa reduccion, las concentraciones residuales de
fenoles en los hidrolizados tratados con carbén activado (EH-TC) (305-352 ppm) se mantuvieron
muy por encima de las observadas en los extractos acuosos sin tratamiento (EA-NT) (37.52 ppm)
y alin mas, sobre los extractos acuosos con tratamiento (EA-TC)(16.43 ppm). Adicionalmente se
destaca que los niveles de fenoles residuales en los EH-TC se encuentran en rangos reportados

como bacteriostaticos capaces de inducir estrés metabolico en bacterias (Santos et al., 2021).

En consecuencia, aunque el acondicionamiento con carbon activado es una estrategia
eficaz para mitigar la concentracion de inhibidores de los EH, no es suficiente para reducir su carga
a los niveles excepcionalmente bajos que presenta de forma natural los EA. Esta diferencia
fundamental en la composicién quimica establece una hipoétesis clara de que el EA ofrecerd un
desempefio superior como medio de fermentacion, no solo comparado con los extractos

hidrolizados sin tratamiento (EH-NT), sino también en comparacion con los EH-TC

5.4.1 Cinéticas de crecimiento bacteriano.

Tras la caracterizacion de los sustratos y la aplicacion del tratamiento de
acondicionamiento, se evalu6 el desempefio bioldgico de cada uno de los extractos (acuosos e
hidrolizados) en fermentaciones con Bacillus thuringiensis (C0OI). El crecimiento celular fue

monitoreado durante 72 horas (figura No.22)
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Figura No. 19 Curvas de crecimiento de B. thuringiensis en los diferentes extractos de cascara de
papaya. (EA: Extracto Acuoso; EH: Extracto Hidrolizado; TC: Tratado con Carbén Activado; NT:
No Tratado).
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El EA promovi6 un crecimiento caracterizado por una corta fase de adaptacion y una fase
exponencial pronunciada que inici6 antes de las 24 horas. La alta tasa de crecimiento observada
en esta fase permitid obtener densidades celulares superiores a 1.2x10'° UFC/mL. Este perfil
cinético reflejo un medio de cultivo rico en nutrientes libre de inhibidores, donde la asimilacién

de la fuente de carbono es eficiente y se destina principalmente a la generacion de biomasa.

En contraste, los EH-NT mostraron un crecimiento celular severamente inhibido, casi
inexistente. Las densidades celulares permanecieron en niveles similares al indculo inicial (1.8x10’
UFC/mL), confirmando el efecto adverso que estos extractos generan sobre el microrganismo.
Incluso después del tratamiento, los EH presentaron un crecimiento limitado. En este medio se
observd una prolongada fase de adaptacion (fase lag) que se extendid mas alla de las 24 h, seguida

de un crecimiento exponencial lento y limitado. Esta cinética refleja un entorno metabolicamente
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restrictivo, en el cual el microrganismo podria destinar gran parte de su energia a mecanismos de
tolerancia y respiracion celular, como la sintesis de enzimas oxidativas (laccasa o peroxidasa)
encargadas de la eliminacion y asimilacion de polifenoles o la restauracion de la integridad de

membrana, segun lo reportado por (Bouarab-Chibane et al., 2019; Dai et al., 2021).

5.4.2 Produccion preliminar de biomasa y rendimientos de extraccion de PHA

Una vez evaluada la cinética de crecimiento en los diferentes sustratos, se procedid a
cuantificar la produccion final de biomasa y el rendimiento de PHA. Estos parametros son
cruciales para determinar la viabilidad real de cada extracto como medio fermentativo. Los
resultados obtenidos tras 72 horas de incubacion en los diversos extractos de cascara de papaya

se resumen en la tabla 7.

Tabla 7. Resultados de produccion de biomasa y PHA tras 72 horas de fermentacion en

los diferentes extractos de cascara de papaya.

Fermentacion Biomasa seca (g/L) Acumulacién PHA (g/L)
(0.5:10) (< x> +CI(95%)) % p/p (< x> +CI(95%))
EH 1% -TC 2.59440.055¢ 54.60¢ 1.416+0.095°
EH 2% -TC 2.292+0.157¢ 42.00¢ 0.969+0.102¢
EH 3% -TC 1.347+0.142¢ 34.30¢ 0.462+0.083¢
EH 1% - NT of of 0°
EH 2% - NT of (0 0°
EH 3% - NT of of 0°
EA - NT 3.694+0.040¢ 62.00¢ 2.290+0.171¢
EA - TC 3.503+0.138° 61.00° 2.2314+0.014¢

Nota. Las letras en superindice indican diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos (p<0.05).

El EA-NT alcanzé la mayor acumulacion de biomasa (3.694+0.040 g/L) y el mayor
porcentaje de acumulacion de PHA (62.05%), confirmando que su composiciéon quimica

constituye un medio dptimo para el crecimiento bacteriano. La comparacion con los hidrolizados
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tratados revela un contraste significativo. A pesar de presentar concentraciones de azucares
similares, la produccion de biomasa y PHA fue mucho menor. Esto se explica por la carga
metabolica generada por los inhibidores residuales, que obligan a desviar ATP y NADH hacia
mecanismos de defensa en lugar de biosintesis, creando un cuello de botella metabolico en el cual

no se aprovecha eficientemente la fuente de carbono disponible por el sustrato (Tikent et al., 2024;

Gundlapalli & Ganesan, 2025).

Adicionalmente, se observa una correlacion inversa entre la concentracion de acido
empleada para la hidrélisis y la produccion de biomasa. Esto sugiere que la hidrolisis dcida no solo
libera inhibidores fenolicos, sino que también degrada compuestos termolabiles como vitaminas
(vitamina A, C y E), o genera inhibidores no fenolicos que no son eficientemente adsorbidos por

el carbon activado, reduciendo atin mas la calidad general del sustrato.

En conjunto, los datos confirman que la viabilidad biol6gica de un sustrato agroindustrial
depende mas de su pureza quimica y riqueza nutricional que de su concentracion neta de
carbohidratos. Por lo tanto, bajo este criterio, el EA se establece como el sustrato mas prometedor

para el proceso de optimizacion.

5.5 Optimizacion de la produccion de PHA mediante disefio central compuesto
(DCC-RSM).

A partir del extracto acuoso, se desarrolld la etapa central de esta investigacion: La
optimizacién multivariada de las condiciones de cultivo para maximizar la produccion de PHA.
Para ello, se empled una metodologia de superficie de respuesta (RSM) con un disefio central
compuesto (DCC) que permitid evaluar cuatro factores experimentales clave: Temperatura (A),

concentracion inicial de azucares (B), pH inicial (C) y concentracion de indculo (D) (Apéndice
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25). La variable de respuesta principal se defini6 como la productividad volumétrica (Qp)

expresada en g L''h™!, ya que integra de manera directa la eficiencia global del proceso.
p g

Los resultados experimentales de los 30 ensayos, incluyendo biomasa seca, porcentaje de

acumulacion de PHA y valores de Q, se presentan en la Tabla 8.

Tabla 8. Matriz del Disefio Central Compuesto y resultados experimentales para la produccion de
PHA.

% Acumulacion ((mg

Biomasa PHA extraido/ mg

Ensayo  Ypx(g.L") PHA (g.L)) Qp (g.L'h)

seca (g.L) biomasa seca
utilizada) *100)
RUN 1 0.72 3.47 72.07 2.50 0.035
RUN 2 0.53 2.88 53.00 1.52 0.021
RUN 3 0.47 3.45 47.00 1.62 0.022
RUN 4 0.46 3.92 46,33 1.82 0.025
RUN 5 0.74 3.46 74.34 2.57 0.036
RUN 6 0.43 3.48 43.00 1.50 0.021
RUN 7 0.55 3.07 55.00 1.69 0.023
RUN 8 0.46 3.63 46.00 1.67 0.023
RUN 9 0.28 2.40 27.91 0.67 0.009
RUN 10 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
RUN 11 0.29 1.82 29.32 0.53 0.007
RUN 12 0.47 2.44 46.51 1.21 0.016
RUN 13 0.50 2.54 50.00 1.27 0.018
RUN 14 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
RUN 15 0.49 2.39 49.66 1.19 0.016
RUN 16 0.52 2.45 52.46 1.23 0.018
RUN 17 0.60 2.25 59.69 1.34 0.019
RUN 18 0.48 2.46 48.14 1.22 0.016
RUN 19 0.51 2.37 51.21 1.19 0.017
RUN 20 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00
RUN 21 0.51 0.89 51.15 0.44 0.018
RUN 22 0.49 0.74 49.33 0.37 0.006
RUN 23 0.22 0.89 22.33 0.20 0.005
RUN 24 0.23 0.85 23.27 0.20 0.003
RUN 25 0.26 1.00 26.00 0.26 0.003
RUN 26 0.23 0.95 23.33 0.22 0.003

RUN 27 0.26 0.53 25.67 0.14 0.003
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RUN 28 0.22 0.69 22.33 0.15 0.002
RUN 29 0.51 2.81 50.95 1.43 0.002
RUN 30 0.00 0.00 0.00 0.00 0.00

5.5.1 Ajuste y validacion del modelo matematico.

A partir de los 30 ensayos experimentales, se generd un conjunto de datos que reflejo la
compleja interaccion entre las condiciones de cultivo y la productividad volumétrica de PHA. Para
modelar esta relacion, se selecciond una regresion polindmica de segundo orden, un modelo
estdndar para disefios centrales compuestos que permiten capturar curvaturas y efectos de
interaccion sobre la respuesta la variable de respuesta se ajusté mediante una regresion polinémica
de segundo orden. Previo a este ajuste, fue indispensable verificar que las respuestas cumplieran
con los supuestos fundamentales del ANOVA, principalmente la normalidad en la distribucion de
los residuos (Apéndice 33) y la homocedasticidad de los mismos (Apéndice 32). Un analisis
preliminar de los datos revelo que estos supuestos no se cumplian. Para corregirlo, se utilizd un
analisis Box-Cox con el fin de determinar la transformacién matematica mas adecuada para la
variable de respuesta. Del cual se determind que la transformacion Optima era la logaritmica

(Logio) (Figura No.22).
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Figura No. 20 Anélisis Box-Cox para confirmar el efecto de la transformacion sobre la respuesta

Response: Productividad volumétrica
Current transform: No Transform
Current Lambda = 1

Recommended transform: Log
(Lambda = 0)

Box-Cox Plot for Power Transforms

Response: Log10(Preductividad volumétrica )
Current transform: Base 10 Log

Current Lambda = 0

Recommended transform: Log

Box-Cox Plot for Power Transforms

(Lambda = 0)

Ln(ResidualSs)

Ln{ResidualSS)

Lambda

Lambda

Nota. A) Analisis para la variable de respuesta sin transformar, donde el valor Lambda 6ptimo
(linea verde) se encuentra en cero, recomendando una transformacion logaritmica. (B) Analisis de
confirmacion para la variable de respuesta ya transformada (Log10), mostrando que el Lambda
actual (linea azul) y el 6ptimo ahora son coincidentes.

El ANOVA del modelo cuadratico (Apéndice 36), aplicado a los datos transformados,
evidencid un ajuste estadisticamente significativo. El p-valor obtenido para el modelo fue inferior
a 0.0001, lo cual es considerablemente menor que el nivel de significancia estandar (<0.05). Esto
permitio rechazar la hipotesis nula (que postula que los factores no tienen efecto sobre la respuesta)
(Bittner, 2022; Sawyer, 2009) La robustez del ajuste se reflejo en un F-valor = 492.45, el cual
representa la razon entre la varianza explicada por el modelo (sefial) y la varianza residual (ruido),
indicando que la correlacion encontrada es 492 veces superior al ruido experimental, lo cual

confirma un ajuste altamente consistente.

La calidad del ajuste se corrobor6 mediante los coeficientes de determinacion. El R2 -
ajustado = 0.9958 indicé que el modelo explica el 99.58% de la variacion observada, mientras que

el R2 -predicho de 0.9902, confirmé su elevada capacidad para predecir nuevos pardmetros
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minimizando el riesgo de sobre ajuste. De modo que, la estrecha concordancia entre ambos
parametros valida que el modelo no solo describe adecuadamente los datos experimentales, sino

que también predice con precision nuevas observaciones (Apéndice. 31).

Es importante destacar que ciertos puntos axiales propuestos por el disefo,
correspondientes a condiciones bioldgicamente inviables como: concentracion de azucares de 0
g/L, relacion de indculo 0% v/v, un pH de 4.0 o una temperatura de 51°C, fueron eliminados del
modelo. La inclusiéon de estos ensayos, que arrojaban una productividad nula, habria
comprometido los supuestos fundamentales del ANOVA, principalmente la normalidad y la
homocedasticidad de los residuos, sesgando asi la capacidad predictiva del modelo en la region de
interés. Para compensar la eliminacion de estos puntos y mantener la simetria del disefio, se
realizaron réplicas adicionales en el punto central. Esta estrategia permitié mantener la robustez
estadistica sin reducir el tamafio muestral, y centrar el poder predictivo del modelo en el espacio

experimental donde la produccién de PHA es posible.

Por lo tanto, estos diagndsticos estadisticos confirman que el modelo matematico es solido,
confiable y altamente predictivo, constituyendo una herramienta idonea para la optimizacion del

proceso fermentativo de PHA.

5.5.2 Efecto de los factores experimentales sobre la respuesta.

El analisis de los factores individuales permitié descifrar la influencia y las posibles
consecuencias bioquimicas de cada condicion de cultivo sobre la productividad volumétrica de

PHA.
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5.5.2.1 Efecto de la temperatura (Factor A).

La temperatura, fue con diferencia, el factor experimental mas influyente del proceso como
lo demuestra su F-valor = 1281.05 y su p-valor<0.0001. El término cuadratico (A?) también resulto
altamente significativo (p-valor<0.0001), confirmando una respuesta no lineal con un punto
optimo bien definido. Los resultados experimentales sefialaron un intervalo 6ptimo de 30 a 37 °C.
Este hallazgo es consistente con el comportamiento fisioldgico general de Bacillus thuringiensis,
un microorganismo mesofilo cuyo aparato enzimatico, incluyendo enzimas clave como la PHA
sintasa (PHA A, B, C) operan de manera eficiente en este intervalo térmico (Erkmen, 2022; Zhou
et al., 2023). Temperaturas superiores, como 44°C, provocaron una disminucion drastica en la
productividad volumétrica, fenémeno atribuible a la desnaturalizacion parcial de proteinas y al
incremento de la fluidez de la membrana celular, lo que obliga al microorganismo a destinar mayor
gasto energético para el mantenimiento de la homeostasis celular (Moon et al., 2023). En contraste,
el aumento desde 23°C hasta 30°C mejor6 notablemente la productividad, posiblemente a la mayor
energia cinética de las moléculas y por ende, al incremento en la frecuencia de colisiones enzima-
sustrato (Schumann, 2003). Finalmente, la condicion de 51°C fue considerada inviable, ya que un
estrés térmico tan severo colapsa los sistemas de respiracion y provoca muerte celular masiva

(Daniel et al., 1996; Younas et al., 2015)

5.5.2.2 Efecto de la concentracion de azicares (Factor B)

La concentracion inicial de fuente de carbono resulto ser un factor significativo (p-valor <
0.0001), con un efecto cuadratico (B? ) también diferencial (p-valor < 0.0009). El intervalo 6ptimo
fue ubicado entre 10 y 20 g/L, siendo 10 g/L la concentracioén asociada a la de mayor eficiencia.
En cambio, niveles superiores (30 a 40g/L) redujeron dréasticamente la productividad. Este

fendémeno puede atribuirse a dos mecanismos bioquimicos: En primer lugar, la inhibiciéon por
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sustrato, donde el exceso de carbono satura las enzimas de transporte de membrana, generando un
desequilibrio metabolico por sobre flujo (Hoffmann & Bremer, 2016); y en segundo lugar, al estrés
osmotico, ya que un medio hipertonico induce la plasmolisis (perdida y salida de agua celular),
forzando un desvid energético y recursos metabolicos hacia la osmorregulacion en lugar de

destinarlos al crecimiento y produccion de PHA (Tan et al., 2021; Yang et al., 2025).

5.5.2.3 Efecto del pH (Factor C)

El pH inicial del medio también demostrd ser un factor critico (p-valor < 0.0001), con un
efecto cuadratico altamente significativo (p-valor<0.0001). La mayor productividad se alcanzo a
condiciones ligeramente acidas (pH 5.5), probablemente porque este entorno puede inducir un
desvio de carbono hacia la sintesis de PHA como estrategia de almacenamiento bajo estrés

fisioldgico (Szacherska et al., 2022).

Este comportamiento es consistente con lo observado por Villano et al. (2010)en
Clostridium tyrobutyricum donde el pH funciona como un interruptor metabdlico que desvia el
flujo de carbono entre la produccion de butirato (producto deseado) o el lactato y acetato.
Anélogamente para el microorganismo y el tipo de sustrato empleado (B. thuringiensis (C01) —
Céscara de papaya), un pH ligeramente 4cido parece ser la condicion optima que mantiene un
balance redox (NADH/NAD) el cual es favorable para las enzimas de la ruta biosintética de PHA.
Por el contrario, aunque el microorganismo tolerd condiciones alcalinas (pH 10), la productividad
disminuyo, posiblemente porque mantener un pH intracelular en medio basico demanda mayor

gasto energético (ATP), reduciendo los recursos destinados a la produccion de biomasa y PHA.
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5.5.2.4 Efecto de la concentracion de indculo (Factor D).

Particularmente, el efecto lineal del indculo no fue significativo (p-valor = 0.1794),
indicando que, dentro del rango estudiado (2 - 8% v/v) B. thuriniensis (C0I) puede iniciar el
crecimiento eficientemente desde diferentes volimenes celulares sin comprometer la
fermentacion, No obstante, el termino cuadratico (D?) fue altamente significativo (p-
valor<(0.00001), revelando la existencia de un punto 6ptimo. Adicionalmente se observod que una
alta densidad inicial resulté en una menor productividad. Este comportamiento puede atribuirse a
la rapida competencia por nutrientes limitantes como el nitrogeno o el fosforo. Un consumo
acelerado de estos elementos pudo haber inducido una fase estacionaria prematura. Antes de que
se generara suficiente biomasa para la acumulacion de PHA, limitando asi la productividad

volumétrica final (Vu et al., 2021).

5.5.3 Analisis de las interacciones entre factores.

Si bien el analisis de los factores individuales es informativo, la optimizacion real del
sistema depende de las interacciones entre factores y sus niveles. El ANOVA identifico tres
interacciones estadisticamente significativas: temperatura-concentracion de azuicares (AB),
temperatura-pH (AC) y concentracion de azlcares-pH (BC). Para poder visualizar estas
interacciones fueron elaborados graficos de superficie de respuesta tridimensionales y sus

correspondientes contornos bidimensionales como se muestra en la Figura No 23.
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Figura No. 21 Graficos de superficie de respuesta (3D) y de contorno (2D).

( A 1) i Productividad Volmétrica (g/L*h) = Productividad Volmétrica (a/L*h)

icentracion de azucares reducteres (g/L)

8: Con

D Concentracién de Indeulo (96)

a0
& Cententacin de amcers ecuczees (L

A: Temperaturs (°C) B: Concentracion de azucares reductores (g/L)

Productividad Volmétrica (g/L*h)
=]

Productividad Volmetrica (a/L'h)

(F1)'

D-Concentracion de Inéculo (%)

A:Tomperatura  °C) CpH

Nota: Efectos entre interacciones de los factores sobre la Productividad Volumétrica (Qp) de PHA.
(A1,A2) Interaccion Temperatura-Azucares; (B1,B2) Interaccion Temperatura-pH; (C1,C2)
Interaccion Temperatura-Indculo; (D1,D2) Interaccion Aztcares-pH; (E1,E2) Interaccion
Azucares-Indculo; (F1,F2) Interaccion pH-Inéculo.

5.5.3.1 Interaccion temperatura-concentracion de azicares (AB)

Con p-valor = 0.0003 esta interaccion revel6 que la productividad depende criticamente de
la combinacion de temperatura y disponibilidad de carbono. A bajas temperaturas (<27°C), la
productividad fue minima independientemente de la concentracién de azicares. No obstante,

alrededor de 30-33°C se observo una fuerte dependencia donde concentraciones entre 10-15 g/L
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maximizan la productividad. A temperaturas superiores al punto 6ptimo, un exceso de azucares

resulto perjudicial para el rendimiento.

5.5.3.2 Interaccion temperatura-pH (AC)

Las superficies B1 y B2 (p-valor=0.0003), mostraron que el pH depende fuertemente de la
temperatura de fermentacion. La méxima productividad se alcanza en un rango estrecho cercano
a los 30-33°C y un pH ligeramente acido entre 5.5-6.0. En regiones fuera de este rango, la
productividad disminuye abruptamente. Por ejemplo, a 37°C, el microorganismo resulta ser mucho

mas sensible a un pH écido.

5.5.3.3 interaccion concentracion de azicares-pH (BC)

Esta fue la interaccion mas significativa (p-valor=0.00001). Las superficies demostraron
que la maxima productividad requiere una combinacion precisa de concentracion de azucares y
pH é4cido. Esto se ve reflejado en la region de baja concentracion y pH 4cido. Bajo estas
condiciones, la célula bacteriana enfrenta un estrés controlado que estimula la sintesis de PHA. En
contraste, la combinacion pH é4cido — alta temperatura genera un doble desafio (bombeo activo de
protones y osmorregulacion), comprometiendo la homeostasis y reduciendo la capacidad para

sintetizar PHA (Albert & Brown, 2015)

Las demas interacciones (AD, BD, CD) no fueron estadisticamente significativas, lo que
indica que, dentro de los rangos experimentales evaluados, el volumen de in6culo actiia de manera

independiente con respecto a los otros tres factores estudiados.
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5.6 Ecuacion del modelo matematico, optimizacion factorial y validacion

experimental

El andlisis factorial culmino en la formulacion de un modelo matematico predictivo que
describe la relacion entre los factores de cultivo (A: temperatura, B: concentracion de azucares, C:
pH y D: volumen de in6culo) y la productividad volumétrica de PHA (Y). El modelo corresponde
a una ecuacion polindmica cuadratica de segundo orden, expresada en términos de los factores

codificados:

Ecuacion 4. Modelo matematico cuadratico para la optimizacion numérica de la productividad

volumétrica de PHA.

PHA (Y) = {-1.60 — (0.1230 x A) — (0.1334x B) — (0.1322x C) — (0.0190 x D)
— (0.0285x AB) — (0.0289 x AC) + (0.0129 x AD) + (0.1278 x BC)
— (0.0455 x BD) + (0.0077 x €CD) — (0.0516 x A*) — (0.1058 x B?)

+ (0.2179 x €*) — (0.3708 x D?) }

La optimizacion numérica realizada por medio del software Desing-Expert®, determin6
las condiciones exactas que maximizaban la respuesta. El modelo predijo el punto 6ptimo bajo las

siguientes condiciones: temperatura de 31.4°C, concentracion de azucares inicial de 10.10 g/L, pH

inicial de 5.63 y 4% v/v de inoculo, con una productividad volumétrica optima de 0.0408 L%h y

maxima deseabilidad de la respuesta (Desirability = 1.00) (Apéndice 31).

Para validar la robustez del modelo, se ejecutaron ensayos experimentales por triplicado
bajo las condiciones Optimas predichas, tanto para el extracto acuoso de cascara de papaya
(codificado como ROP 1, ROP 2 y ROP 3) como para un medio con glucosa como control (C1,

C2 y C3), resultados que son presentados en la Tabla 9.
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Tabla 9. Resultados del experimento de validacion bajo condiciones 6ptimas, comparando el
sustrato de extracto acuoso de papaya (ROP) con un control de glucosa (C).

Biomasa Acumulacion de PHA

Ensayo  Cooa@l) PHA (% php) (gn) &L
ROP 1 338 81.2 275 0.038
ROP 2 331 80.7 267  0.037
ROP 3 3.23 80.54 261 0.036
C1 1.66 25.33 042 0.005
C2 1.46 26.33 039  0.005
C3 1.54 25.66 04  0.005

La productividad volumétrica promedio obtenida en la validacion fue de
0.0371i0.0010L‘%h, valor que se encuentra dentro del intervalo de prediccion del modelo (95% de

confianza: PI low = 0.03592 y PI high = 0.05325). Adicionalmente, error relativo respecto al

predicho fue de apenas 9%, confirmando la validez del modelo como herramienta predictiva

(Apéndice 36)

Figura No. 22 Comparacion de los parametros productivos finales entre el sustrato optimizado de extracto
acuoso de papaya (EA (ROP)) y el control con glucosa (Control (C)).
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Nota: (A) compara la concentracion final de biomasa seca (eje y izquierdo) y de PHA (eje y
derecho). (B) compara la productividad volumétrica (Qp, eje y izquierdo) y el porcentaje de
acumulacion de PHA (eje y derecho). Todos los valores representan el promedio de tres réplicas y
las barras de error indican el error estandar de la media (SEM).

De forma contundente, el extracto acuoso de papaya (ROP) super6 al control de glucosa.
La productividad con cascara de papaya resultd 6.6 veces superior (p-valor<0.0001), con un PHA
intracelular promedio de 2.684+0.070g/L y una acumulacion del 80.8% p/p. Este rendimiento

posiciona a la cascara de papaya como un sustrato altamente competitivo.

Comparativamente, Doan Van et al. (2020) reportaron con Bacillus megaterum D8 'y
almidon de yuca cruda una acumulacion de PHA de 66.2%, mientras que Umesh et al. (2017),
alcanzaron 4.2g/LL de PHA con residuos de papaya (céascaras) usando Bacillus subtilis. Sin
embargo, es fundamental destacar una diferencia metodolédgica clave. Dicho resultado se obtuvo
empleando un medio de cultivo que fue suplementado adicionalmente con una fuente de carbono
pura (glucosa) ademas del propio hidrolizado. En contraste, los resultados de la presente
investigacion se lograron usando el extracto acuoso de cdscara de papaya como Unica y exclusiva
fuente de carbono, sin ningun tipo suplementacion mas alla de las sales minerales componentes

del medio minimo de sales.
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Si bien, la concentracion de PHA reportada por Umesh et al. (2017) es nominalmente
superior, los hallazgos de esta investigacion resultan muy relevantes desde una perspectiva
biotecnoldgica, al demostrar el elevado potencial de la cascara de papaya como sustrato limpio e
integral, capaz de sostener tanto el crecimiento celular como una alta tasa de acumulacion de
biopolimero (>80% p/p) sin necesidad de suplementar con carbohidratos purificados. Esto
representa un beneficio econémico y ambiental, considerando que la fuente de carbono es uno de

los principales costos operativos en la produccion de biopolimeros.

Figura No. 23 Curvas de crecimiento bacteriano comparando las réplicas del ensayo de
optimizacidn con extractos de papaya (ROP 1, 2, 3) y los controles con glucosa (C 1, 2, 3).
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Complementariamente la significancia estadistica fue corroborada mediante ANOVA (p-
valor<0.0001). La prueba T agrupo los tratamientos en categorias distintas, confirmando
diferencias entre las medias de los grupos (Apéndice 36). En conjunto, estos hallazgos evidencian
que la riqueza nutricional del extracto de cascara de papaya (carbohidratos, proteinas, péptidos y

minerales como k, Ca, Mg y Na) otorga ventajas sobre la glucosa pura, al reducir la necesidad de
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sintesis de novo de macromoléculas y redirigir mas carbono y energia hacia la biosintesis de PHA

(Verlinden et al., 2007).

5.7 Caracterizacion del proceso optimizado y del biopolimero

5.7.1 Cinética de consumo de sustrato bajo condiciones de optimizacion.

Para comprender la dindmica metabdlica durante la fermentacion optimizada, se
monitorizd el consumo de carbohidratos a lo largo de 72 horas. Se cuantificaron carbohidratos

totales por medio del método de antrona y azucares reductores por método DNS. Resultados que

se muestran en la Figura No. 21.

Figura No. 24 Cinética de consumo de Carbohidratos Totales y Carbohidratos Reductores por B.
thuringiensis durante la fermentacion en el medio optimizado a base de extracto acuoso de papaya.
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Al inicio de la fermentacion (t=0h), el medio contenia una concentracion de 14.53 g/L de
carbohidratos totales, de los cuales 10.20 g/L fueron asignados como azicares reductores segun el

método colorimétrico DNS. Al finalizar el proceso (t=72 h), se observo un consumo del 97.4% de
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los aztcares reductores y 71.7% de los carbohidratos totales. Este perfil presentd una aparente
contradiccion con el analisis por (LC-MS) (seccidon 5.3.1) que identificé la sacarosa (un azticar no

reductor) como el principal carbohidrato del extracto.

La explicacion de este fenomeno radica en la estrategia metabolica del microorganismo.
Bacillus thuringiensis, asi como otras especies del género, secreta la enzima invertasa (-
fructofuranosidasa), la cual hidroliza la sacarosa extracelularmente en sus monomeros
constituyentes: glucosa y fructosa (ambos azucares reductores) (Lincoln et al., 2018) En
consecuencia, el método DNS no cuantificd directamente los azucares originales presentes en el
extracto acuoso, si no la fracciéon de monosacaridos liberados y consumidos de manera simultanea

por el microorganismo.

El andlisis de las tasas de consumo reveld dos fases metabolicas distintas. Durante las
primeras 24 horas coincidiendo con la fase de crecimiento exponencial, la velocidad de consumo
de azicares reductores fue de 0.40 g L*'h'!. En este periodo, la célula metabolizd estos
monosacaridos de fécil asimilacion para generar biomasa. Sin embargo, entre las 24 y 72 horas, la
velocidad de consumo disminuyé drasticamente a 0.20 g L*"'h!. En este punto de inflexion, el
sustrato comienza a agotarse actuando como un interruptor fisioldgico. La limitacion de la fuente
de carbono preferencial induce un estado de estrés que hace que el metabolismo orientado al
crecimiento, induzca a otro orientado al almacenamiento. Es en esta segunda fase donde se activa
la ruta biosintética de los PHA, el cual utiliza los carbohidratos restantes y el Acetil-CoA
acumulado como precursores directos para la sintesis del biopolimero como reserva de carbono

(Reid & Abratt, 2005; Verlinden et al., 2007). Finalmente se establece la hipotesis de que los 4.11

g/l de carbohidratos totales residuales detectados al término del proceso fermentativo,
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corresponden probablemente a oligdmeros derivados de la pectina, cuya complejidad estructural

dificulta su asimilacion por parte de la bacteria.

5.7.2 Identificacion de grupos funcionales clave por espectroscopia infrarroja

(FTIR).

Como se observa en la Figura No.22, los espectros infrarrojos obtenidos para las réplicas
ROP 1, 2 y 3, asi como para el control con glucosa son totalmente idénticos. Esta notable similitud
indica contundentemente que el biopolimero sintetizado a partir de cdscara de papaya como

sustrato es estructuralmente analogo al producido con una fuente de carbono de referencia como

la glucosa.

Figura No. 25 Espectros de FTIR del biopolimero producido por B. thuringiensis.
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Nota: Se comparan los polimeros obtenidos del ensayo de optimizacién con extracto de papaya
(ROP), el control con glucosa y un estandar de PHB (Sigma Aldrich 99% pureza).
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El andlisis detallado de los espectros revela la presencia de bandas de transmitancia
caracteristicas del Poli(3-hidroxibutirato) [P(3HB)], el tipo mas comtin de PHA. Se relaciona a

continuacion cada banda con los grupos funcionales especificos en la unidad monomérica del

P(3HB).

A 2930 cm™ correspondiente a las vibraciones de tension simétricas y asimétricas se
encuentran los enlaces carbono-hidrégeno (C-H) de los grupos metilo que conforman el esqueleto
del polimero (Trakunjae et al., 2021).. Posteriormente a 1720 cm™ se encuentra la sefial més
importante y diagnostica, perteneciente a la vibracion de tension del grupo carbonilo (C=0) dentro
de la funcion éster. Su alta intensidad es caracteristica de este grupo funcional, y su aparicion en
el espectro es una prueba irrefutable de la presencia de un poliéster alifatico como el P(3HB)
(Barham et al., 1984). Finalmente, en la region de la huella dactilar comprendida entre 1300-1000
cm! se observan multiples bandas (1275-1130, 1054 y 977) asociadas a las vibraciones de tension
de los enlaces carbono-oxigeno (C-O) del grupo éster y a las vibraciones de carbono-carbono (C-

C) del esqueleto consistentes con la estructura de P(3HB) (Ramezani et al., 2015).

En conjunto, la presencia de estas bandas diagnosticas asociadas a grupos funcionales
puntuales y la coincidencia andloga cualitativa respecto al estandar de referencia de Sigma Aldrich,
confirman tentativamente que el biopolimero sintetizado a partir de la cascara de papaya es Poli(3-

hidroxibutirato).

5.7.3 Caracterizacion molecular por MALDI-TOF/TOF-MS.

Con el din de confirmar la identidad estructural del biopolimero obtenido sintetizado y
cracterizar sus propiedades moleculares, se realizo un andlisis mediante espectrometria de masas

MALDI-TOF/TOF. Este estudio permitié determinar la distribucion de masas, el peso molecular
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promedio, el grado de polimerizacion y la naturaleza de las unidades repetitivas. Para ello se
analiz6 un polimero obtenido en la fermentacion optimizada (ROP), un polimero de control

producido a partir de glucosa, y un estdndar comercial de Poli(3-hidroxibutirato).

Los espectros de masas obtenidos (Figura No. 26), muestran una notable similitud en el
patron de aparicion de las sefiales entre el estdndar comercial y los polimeros experimentales, lo
cual constituye una evidencia cualitativa inicial de que los biopolimeros biosintetizados por B.

thuringiensis (C0O1) son, en efecto, P(3HB).

Figura No. 26 Espectros de masas MALDI-TOF: (A) estandar comercial de P(3HB), (B) polimero
obtenido de cascara de papaya, y (C) polimero obtenido de glucosa.
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El andlisis detallado de los espectros reveld la presencia de dos familias de picos, ambos

en forma de aductos de sodio [M+Na]".
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La serie contaminante (PDMS = 74 Da), con picos de mayor intensidad presento una
perdida monomérica periddica aproximadamente de 74 Da. Esta masa es caracteristica de del
polidimetilsiloxano (PDMS), un contaminante. Su posible origen es la degradacion de los septos
de los viales de muestra durante la etapa de preparacion del analito que contenia cloroformo y que
fue sometido a un proceso de ultrasonido con calentamiento a 45°C, que extrajo estos oligomeros

de siloxano.

La segunda serie present6 sefiales con pedidas de 86 Da (Figura No. 29), corresponde a la
unidad monomérica del 3-hidroxibtirato con formula C4HeO». Esta masa de 86 Da corresponde
inequivocamente a la unidad monomérica del 3-hidroxibutirato (C4HeO2). Esta repetitividad
confirma que la estructura primaria del polimero sintetizado es Poli(3-hidroxibutirato) cuya

formula molecular propuesta es [(CsHsO2)n]Na".

Figura No. 27 Detalle del espectro de masas mostrando la serie de picos principal con una
diferencia de 86 Da, correspondiente a la unidad repetitiva de 3-hidroxibutirato.
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A partir de las intensidades de los picos de cada serie, se calcularon los parametros de

distribucion molecular, resumidos en la Tabla 10.

Tabla 10. Propiedades de distribucion molecular de los polimeros analizados, calculadas a partir
de las dos series de oligobmeros de 86 Da.

Muestra M, My PDI DP, DPy,
Estandar PHB 2063,1573  2076,3693 1,0064 23,9902 24,1438
Céscara de papaya 2076,9831 2088,8135 1,0057 24,151 24,2885

Glucosa n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.

Nota: La serie de 86 Da para la muestra de Glucosa no fue claramente resuelta o sus intensidades

fueron insuficientes para un calculo fiable.

El resultado mas relevante es el indice de polidispersidad (PDI), que en polimero obtenido
de cascara de papaya resulto excepcionalmente bajo que en todas las muestras resultd
excepcionalmente bajo (1.0057). Este valor cercano a 1.0 indica que las cadenas poliméricas son
practicamente monodispersas, reflejando una alta homogeneidad y un proceso biosintético
altamente controlado por Bacillus thuringiensis (CO1). Asimismo, los valores de M, y My, del

polimero obtenido de la cascara de papaya fueron muy similares a los del estdndar comercial,

Finalmente, se realizd la confirmacion definitiva del polimero comparando las masas
tedricas calculadas con las masas experimentales obtenidas en modo reflectron para una alta

exactitud (Tabla 11.)

Tabla 11. Comparacion entre masas tedricas y experimentales de PHB biosintetizados a partir de
cascara de papaya con mondmeros repetitivos de 75 Da 'y 86 Da.

Muestra Formula molecular n m/z tedrico ;1?/2
experimental
Monomero repetitivo 86 Da
Cascara de [(C4HeO2)n]Na" 21 1829.9728  1830.371

papaya
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Se observo una excelente concordancia para la serie principal de 86 Da. Especificamente
para una cadena de 21 monomeros, la diferencia entre la masa tedrica (1829.97 Da) y la
experimental (1830.37Da) fue de tan solo 0.4Da. Este bajo error relativo y la alta precision
respaldan la identidad del biopolimero sintetizado a partir de la cascara de papaya como Poli(3-

hidroxibutirato).

6. Conclusiones

La presente investigacion demostré que la céscara de papaya constituye una fuente de
carbono viable, econdomica y ambientalmente sostenible para la produccion de
polihidroxialcanoatos (PHA) mediante fermentacion con Bacillus thuringiensis (CO0I). Este
residuo rico en azucares, permitio obtener altos rendimientos de biopolimero sin necesidad de

recurrir a tratamientos quimicos agresivos, alcanzando una acumulacién méaxima de 2.67g/L y una

productividad volumétrica de 0.0371 L‘%h con un 80.8% p/p de acumulacion relativa en condiciones

Optimas de fermentacion, establecidas mediante un disefio central compuesto basado en superficies

de respuesta.

Las condiciones ideales determinadas fueron: 31.4°C de temperatura, 10 g/L en
concentracion de azucares, pH 5.5 y 4%v/v de indculo. Los ensayos preliminares demostraron que
las suspensiones acuosas de cascara de papaya superaron a los hidrolizados acidos en rendimiento,
evidenciando que la hidrdlisis previa no constituye un paso indispensable para la extraccion de

azucares fermentables.

El andlisis FTIR confirm6 la presencia de grupos funcionales caracteristicos del poli(3-

hidroxibutirato) [P(3HB)]. Esta hipdtesis fue validada por la caracterizacion mediante MALDI-
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TOF/TOF-MS, la cual revelo la presencia de una serie principal de oligobmeros con unidad
monomeérica de 86 Da (correspondiente al 3-hidroxibutirato). Los pesos moleculares determinados
a partir de esta serie (M,, = 2077Da y M,=2089 Da) y grados de polimerizacion (DP,.w=24)
resultaron anédlogos a los del estdndar comercial de PHB. Se detecto la presencia de una serie
adicional con una unidad de 74 Da, la cual se atribuy¢ a la contaminacion de la muestra por PDMS,
con lo cual fue excluida para los calculos de propiedades moleculares. Asimismo, los bajos valores
de indice de Polidispersidad (PDI=1.0057) reflejaron la excepcional homogeneidad y

monodispersidad del biopolimero sintetizado por Bacilus thuringiensis (CO1).

En conjunto, estos resultados consolidan la viabilidad del aprovechamiento de la céscara
de papaya como sustrato alternativo en bioprocesos enfocados en la produccion de bioplasticos de
alta calidad. Ademas de aportar conocimiento cientifico sobre la biosintesis de PHA a partir de
residuos, esta investigacion contribuye al desarrollo de soluciones sostenibles para la sustitucion
de polimeros derivados del petroleo por alternativas 100% biodegradables y menos contaminantes,
promoviendo a su vez, la valorizacion de residuos agroindustriales comiinmente desechados en la

region de Santander.
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Apéndice. 1 Cascaras de papaya provenientes de distintos lugares de recoleccion. Disposicion
para secado al sol.

Apéndice. 2 cascaras de papaya seca, reduccion de tamaino y pulverizado.

Apéndice. 3 Soluciones patron para la preparacion de la curva de calibracion del ensayo DNS
para la determinacion de azucares reductores totales en cascara de papaya.

Alicuota mezcla

Dextrosa (Dextrosa + Agua Tipo  Reactivo DNS
Patron (uL) Agua Tipo I (uL) 1) (uL) (uL)
Blanco 0 1000 0 250
1 125 750 250 250

2 250 500 250 250
3 500 250 250 250
4 750 125 250 250
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5 1000 0 250 250

Apéndice. 4 Absorbancias de las soluciones patron obtenidas para la construccion de la curva de
calibraciéon DNS.

Concentracion Absorbancia (540nm)
(g/L) (x> £CI(95%))
0,000 0,027+0,002
0,375 0,117+0,007
0,750 0,216+0,015
1,500 0,425+0,004
2,250 0,608+0,002
3,000 0,762+0,002

Apéndice. 5 Curva de calibracion DNS.
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Apéndice. 6 Soluciones patron para la determinacion de la curva de calibracion del ensayo
Antrona para determinacion de carbohidratos totales en cascara de papaya.

Punto Estandar (200 ppm) Agua Tipo 1 (uL) Reactivo Antrona (mL)
Blanco 0 1000 5
1 50 950 5
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2 100 900 5
3 200 800 5
4 300 700 5
5 400 600 5
6 500 500 5
7 750 250 5
8 1000 0 5

Apéndice. 7 Absorbancias de las soluciones patron obtenidas para la construccion de la curva de
calibracién Antrona.

Concentracion
(g/L) Absorbancia (620nm) (<x>=£IC(95%))
0 0,096+0,003
10 0,129+0,0036
20 0,163+0,0065
40 0,219+0,0034
60 0,273+0,0038
80 0,349+0,0069
100 0,412+0,0075
150 0,629+0,0246

200 0,761+0,0207
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Apéndice. 8 Curva de calibracion Antrona.
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Apéndice. 9 Soluciones patron para la preparacion de la curva de calibracion para el analisis
UPLC de sacarosa.

Estandar (2
Punto ug/mL) Agua/ACN (50:50)

1 50 950
2 100 900
3 250 750
4 500 500
5 750 250
6 1000 0

Apéndice. 10 Areas promedio de las sefiales cromatograficas obtenidas para las soluciones

patron de sacarosa para el analisis por UPLC.

Concentracion (g/L) Area (<x>=IC(95%))

0,1 78,120+1,1683
0,2 135,597+4,4004
0,5 322,681+5,4567
1 772,849+10,4674
1,5 1335,038+23,4421

2

1865,855+14,5839
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Apéndice. 11 Curva de calibracion de sacarosa (UPLC)
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Apéndice. 12 Soluciones patrén para la preparacion de la curva de calibracion del ensayo
Bradford para la determinacion de proteinas en cdscara de papaya.

Solucion Alicuota mezcla
BSA (1400  Solucién Buffer fosfato  (Buffer fosfato + Reactivo

Patron ug/mL) (0,IM, pH 7) (uL) BSA) (ul) Bradford (uL)
Blanco 0 1400 0 2000

1 200 1200 40 2000

2 400 1000 40 2000

3 600 800 40 2000

4 800 600 40 2000

5 1000 400 40 2000

6 1200 200 40 2000

7 1400 0 40 2000
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Apéndice. 13 Absorbancias de las soluciones patron obtenidas para la construccion de la curva
de calibracion Bradford.

Concentraciéon Absorbancia (595nm)
(ug/mL) (<x> £+ CI(95%))
0 0,364+0,0004
200 0,411+0,0033
400 0,461+0,0038
600 0,496+0,0009
800 0,553+0,0038
1000 0,605+0,0025
1200 0,638+0,0022
1400 0,681+0,0028

Apéndice. 14 Curva de calibracion Bradford.
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Apéndice. 15 Soluciones patron para la preparacion de la curva de calibracion del ensayo Folin-
Ciocalteau para la determinacion de proteinas en cascara de papaya.

Reactivo
Estandar Acido Folin-

Galico Alicuota mezcla Ciocalteau
(1000ppm) Solucion Na2CO3 (Patron AG+ Sin M

Patron (uL) Agua Tipo 1 (uL) (7,5% m/v)(uL) Na2CO3)(uL) (1:10)(ul)
Blanco 0 1000 860 0 430
1 30 970 860 150 430
2 45 955 860 150 430
3 60 940 860 150 430
4 85 915 860 150 430
5 100 900 860 150 430
6 120 880 860 150 430

Apéndice. 16 Absorbancias de las soluciones patrén obtenidas para la construccion de la curva

de calibracion Folin-Ciocalteau.

Absorbancia (765nm)

Concentracion (ppm) (< x > + CI (95%))

0
30
45
60
85
100
120

0,025+0,0009
0,103+0,0042
0,163+0,0024
0,222+0,0003
0,298+0,0097
0,357+0,0002
0,435+0,0026
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Apéndice. 17 Curva de calibracion Folin-Ciocalteau.
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Apéndice. 18 Soluciones patron y absorbancias para la preparacion de la curva de calibracion
McFarland para la el ajuste de los indculos.

BaCl, H>SOq4

N° 1% 1% UFC (x  Absorbancia
McFarland (mL) (mL)  10%*mL") (595 nm)
0,5 0,05 9,95 1,5 0,094
1 0,1 9,9 3 0,150
2 0,2 9,8 6 0,252
3 0,3 9,7 9 0,342
4 0,4 9,6 12 0,446
5 0,5 9,5 15 0,521
6 0,6 9,4 18 0,634
7 0,7 9,3 21 0,690
8 0,8 9,2 24 0,789
9 0,9 9,1 27 0,874

—_
(e)

1 9 30 0,960
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Apéndice. 19 Curva de calibracion McFarland.
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Apéndice. 20 (A) Analisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para extractos acuosos.

(A)
Fuente GL SC Ajust.  MC Ajust. Valor F  Valor p
Extracto s (tiempo de 4 826226  20.6557 3197  0.0001
Error 10 0.0646 0.0065
Total 14 82.6872
(B)
Tiempo de extraccion N Media Agrupacion
120 3 11.80 A
60 3 11.15 B
30 3 10.98 B
15 3 8.64 C
0 (30°C) 3 5.42 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.
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Apéndice. 21 (A) Analisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para extractos hidrolizados y
extracto acuoso seleccionados.

(A)
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Extracto Hidrolizado 3 0,04709  0,015697 8,15 0,008
(%ov/v)
Error 8 0,0154 0,001925
Total 11 0,06249
(B)
Extracto Hidrolizado . . s
%ov/v N Media Agrupacion
3 3 12,08 A
2 3 11,55 B
1 3 11,07 C
0 (30 min EA) 3 10,98 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Apéndice. 22 (A) Andlisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para la concentracion de
Proteinas Solubles (g/L).

A)
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Extracto Hidrolizado 3 008381  0,027936 17,11 0,001
(%ov/v)
Error 8 0,01306  0,001632
Total 11 0,09687
(B)
Extracto Hidrolizado . iy
Yov/y N Media Agrupacion

1 3 0,7590 A
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0 (30 min EA) 3 0,6833 A B
2 3 0,6267 B C
3 3 0,53 C

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

ANOVA fenoles

Apéndice. 23 (A) Analisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para la Concentracion de
Compuestos Fendlicos (ppm).

(A)
Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Extracto Hidrolizado 3 535607 178536 40179,51 0
(%v/v)
Error 8 36 4
Total 11 535642
(B)
Extracto Hidrolizado . <
Yov/y N Media Agrupacion
3 3 549,99 A
2 3 520,07 B
1 3 501,24 C
0 (30 min EA) 3 37,52 D

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Apéndice. 24 (A) Analisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para la Concentraciéon de
Compuestos Fenolicos (ppm) en los diferentes tratamientos con carbon activado.

A)

Fuente GL SC Ajust. MC Ajust. Valor F Valor p
Tratamientos 7 896284 128041 25509,26 0
Error 16 80 5

Total 23 896364
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(B)
Extract(:)/gl/(‘l]rohzado N Media Agrupacién
EH 3% NT 3 54999 A
EH 2% NT 3  520.07
EH 1% NT 3 501.24 C
EH 3% TC 3 35247 D
EH 2% TC 3 321.68 E
EH 1% TC 3 304.89 F
EA NT 3 3752 G
EA TC 3 1643 H

Las medias que no comparten una letra son significativamente diferentes.

Apéndice. 25 Diseno central compuesto (DCC) propuesto por el software Desing-Expert®.

Column 1 Column 2 Factor 1 Factor 2 Factor 3 Factor 4 Response 1
A B: C: D:
Std Run Tempefa tura Concentracion pH Relacion de Qp
de Azhcares Indculo

°C g/L Y%v/v %

17 4 23,0 20,0 7,0 4,0 -
9 5 30,0 10,0 5,5 6,0 -
1 6 30,0 10,0 5,5 2,0 -
3 14 30,0 30,0 5,5 2,0 -
11 21 30,0 30,0 5,5 6,0 -
7 23 30,0 30,0 8,5 2,0 -
15 24 30,0 30,0 8,5 6,0 -
13 25 30,0 10,0 8,5 6,0 -
5 27 30,0 10,0 8,5 2,0 -
27 1 37,0 20,0 7,0 4,0 -
30 8 37,0 20,0 7,0 4,0 -
29 11 37,0 20,0 7,0 4,0 -
28 12 37,0 20,0 7,0 4,0 -
21 16 37,0 20,0 4,0 4,0 -
23 17 37,0 20,0 7,0 0,0 -
26 18 37,0 20,0 7,0 4,0 -
24 19 37,0 20,0 7,0 8,0 -
22 22 37,0 20,0 10,0 4,0 -
25 28 37,0 20,0 7,0 4,0 -
19 29 37,0 0,0 7,0 4,0 -
20 30 37,0 40,0 7,0 4,0 -
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14 2 44,0 10,0 8,5 6,0 -
2 3 44,0 10,0 5,5 2,0 -
12 7 44,0 30,0 5,5 6,0 -
10 9 44,0 10,0 5,5 6,0 -
4 10 44,0 30,0 5,5 2,0 -
16 13 44,0 30,0 8,5 6,0 -
8 15 44,0 30,0 8,5 2,0 -
6 20 44,0 10,0 8,5 2,0 -
18 26 51,0 20,0 7,0 4,0 -

Apéndice. 26 Curva de extraccion acuosa de azlicares en diferentes.

14,00 T
13,00 1
) :
212,00 4 s
% r e o113
| 11,00 T # 10,98 ¥ 11,15~
A e
) JIoete
\8 [ el .
1S 10,00 + e
2 .
S
5 C
S 9,00 T
3 L { 8,64 B
r B Concentracion
8,00 + azucares (g/L)
7'00 [ 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1 1 1 : 1 1
0 20 40 60 80 100 120

Tiempo (min)
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Curvas de crecimiento para los diferentes ensayos del Bloque 1 (30°C).

Apéndice. 27 Curvas de crecimiento para los diferentes ensayos del Bloque 1 (30°C).

Apéndice. 28 Curvas de crecimiento para los diferentes ensayos del Bloque 2 (37°C).
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Apéndice. 29 Curvas de crecimiento para los diferentes ensayos del Bloque 3 (44°C).

12,00
r 44°C —&— Run 21
10,00 +
; —£F- RUN 22
g 8,00 —— RUN 23
5 i
Z o0 & —--£F - RUN24
S T
- —4— RUN 25
3 400 4
—————— RUN 26
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0,00 [ —O--- RUN 28

0 24 48 72
Tiempo (horas)

Apéndice. 30 Curva de crecimiento para el inico ensayo del Bloque 4 (23°C).
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Apéndice. 31 Efecto de la transformacion logaritmica sobre las estadisticas de ajuste.

Fit Statistics (A4)

| | | | [ |
~ |Std. Dev. 0.0023 R? 0.9668
~ |Mean 00152  Adjusted R 0.9359
- |CV.% 15.39  Predicted R’ 0.3969
Adeq Precision 20.6710

Fit Statistics (B)
| | || | |

__|Std. Dev. 0.0245 R° 0.9978
__|Mean -1.94  Adjusted R* 0.9958
V. % 1.26  Predicted R’ 0.9902

Adeq Precision 71.1423

Nota: (A) Ajuste para la respuesta sin transformar, (B) Ajuste para la respuesta transformada.

Apéndice. 32 Efecto de la transformacion logaritmica sobre la homocedasticidad de la varianza
de los residuos.

Resp : Productividad volumétrica Residuals vs. Predicted
Productividad volumétrica : TSR ELLE

tesp Log10(Productividad volumétrica ) Residuals vs. Predicted
roductividad volumétrica : 400387982

0.002 [ 0036 o 2690 [ 1444

(A) A ()

Externally Studentized Residuals

o
Externally Studentized Residuals

Nota: (A) Grafico de probabilidad normal para los residuos de la respuesta sin transformar, donde
se observa una clara desviacion de la linea de normalidad teorica. (B) Grafico de probabilidad
normal para los residuos de la respuesta transformada, mostrando un correcto ajuste de los puntos
a la linea, lo que valida el supuesto de normalidad.
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Apéndice. 33 Efecto de la transformacion sobre la normalidad de los residuos transformacion

Response: Productividad volumétrica Normal Plot of Residuals

Productividad volumétrica :

0.002 [ 0.036
(4)

Normal % Probability
w
-

T 1 T T T
400 -2.00 000 200

Externally Studentized Residuals

Response: Log10(Productividad volumétrica )
Productividad volumétrica :

-2699 [ -1.444
(B)

sobre las respuestas predichas vs. respuestas actuales.

Normal % Probability

Normal Plot of Residuals

-2.00 -1.00

000

Externally Studentized Residuals

Nota: (A) Ajuste para la respuesta sin transformar, (B) Ajuste para la respuesta transformada

Apéndice. 34 Grafico distancia de Cook para determinar valores atipicos.

Response: Productividad volumétrica Cook's Distance

Productividad volumétrica B
34
o.c0z [T o036 oo o o
5
] <
W
3
bl
-]
[
n
=
8
v 1
1
15«4 @ -
L] . Om
o o o =
i——bg—o-C o soane ssge——2 g |
T
1 5 9 13 17 21 25 -
Run Number

Response: Log10(Productividad volumétrica )
Productividad volumétrica

2600 [T 1444

Cook’s Distance

Cook's Distance

1.00 200

Run Number

Nota: (A) Ajuste para la respuesta sin transformar, (B) Ajuste para la respuesta transformada

Apéndice. 35 Resumen de ajustes para modelos: lineal, dos interacciones (2F1), cuadratico y

cubico.

Source

Sequential p-value Lack of Fit p-value Adjusted R? Predicted R?

L]
o
o
8 o -
-
]

ol o .n L .

BB B s e S B e S ]

1 L] 1 17 Fal 25 29
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Linear <0.0001 <0.0001 0.7190 0.6402
2F1 0.9852 <0.0001 0.6476 0.3702
Quadratic <0.0001 0.4549 0.9958 0.9902 Suggested
Cubic 0.3443 0.5838 0.9962 Aliased
Apéndice. 36 Analisis de Varianza (ANOVA) para el modelo cuadratico ajustado a la
Productividad Volumétrica de PHA.
Source 3] df MCE F-value p-value
Squares Square
Model 4.15 14 0.2963 49245 <0.0001 significant
A-Temperatura 0.7709 1 0.7709 1281.05 <0.0001
B-Concentracion de 00589 1 00589  97.94 <0.0001
C-pH 0.0578 1 0.0578 96.13 <0.0001
D-Concentracion de inéculo 0.0012 1 0.0012 1.98 0.1794
AB 0.0130 1 0.0130 21.53 0.0003
AC 0.0133 1 0.0133 22.16  0.0003
AD 0.0027 1 0.0027 4.44 0.0525
BC 0.0163 1 0.0163 27.16  0.0001
BD 0.0021 1 0.0021 3.45 0.0831
CD 0.0001 1 0.0001 0.0981 0.7584
A? 0.6261 1 0.6261 1040.38 < 0.0001
B2 0.0103 1 0.0103 17.08 0.0009
C? 0.0436 1 0.0436 72.39  <0.0001
D? 0.1262 1 0.1262 209.68 < 0.0001
Residual 0.0090 15 0.0006
Lack of Fit 0.0037 6 0.0006 1.05 0.4549 . NOt
significant
Pure Error 0.0053 9 0.0006
Cor Total 4.16 29

Apéndice. 37 Anélisis de Varianza y (B) Prueba de Tukey para la productividad volumétrica

determinada en los ensayos de validacion.

(A)

Fuente GL SC Ajust. Al}/{l(sjt. Va;!or Valor p
Ensayo de Optimizacion 1 0,001536 0,0015 3072 0,0001
Error 4 0,000002 0,0000
Total 5 0,001538
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(B)
Optimizacion N Media Agrupacion
ROP 3 0,037 A
C 3 0,005 B
Las medias que no comparten una letra son significativamente
diferentes.

Apéndice. 38 Parametros experimentales de optimizacion segin DCC-RSM.

Concentracion Relacion
Number Temperatura de azicares pH de In6culo Qp Desirability
# °C g/L %
1 31.35 10.10 5,6 3.99 0.0408 1.000 Selected

Apéndice. 39 Analisis confirmatorio mediante intervalo de prediccion 95%.

Predicted Predicted Std SE 95% Data 95% PI
Analysis Mean Median* Observed Dev n Pred Pllow Mean high
Productividad 0.0408  0.0408 0,0023 3,00 N/A 0.0368 0.0371 0.0452

volumétrica
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