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RESUMEN

TITULO: EXTRACCION Y CARACTERIZACION DE POLIHIDROXIBUTIRATO PRODUCIDO A
PARTIR DE Bacillus megateriumATCC 14581UTILIZANDO GLICEROL RESIDUO DE LA
INDUSTRIA DE BIODIESEL COMO FUENTE DE CARBONO*

AUTOR: Camilo José Yariez Diaz**

PALABRAS CLAVE: Polinhidroxibutirato, Cuantificacién, Extraccién, Caracterizacion, Glicerol,
Bacillus megaterium.

DESCRIPCION

El polihidroxibutirato es un poliéster sintetizado intracelularmente por un gran nimero de
microrganismos como Bacillus megaterium. Este biopolimero puede ser utilizado en el reemplazo
de materiales plasticos como el polipropileno o para la fabricacion de implantes o suturas en la
industria biomédica gracias a sus propiedades fisicas y de biocompatibilidad. Diversos métodos de
extraccion han sido implementados para la obtenciéon de este metabolito intracelular usando
cloroformo o hipoclorito de sodio resultando en desventajas ambientales o de disminucién de las
propiedades fisicas del biopolimero.

Este trabajo se centra en la implementacion de métodos de extraccion, cuantificacion y
caracterizacion del PHB producido por Bacillus megaterium ATCC 14581utilizando glicerol residuo
de la industria del biodiesel (GRIB) como fuente de carbono. Para esto se establecié una
metodologia de produccién y se realizaron ensayos con un patrén certificado. Todas las
metodologias fueron posteriormente aplicadas en el andlisis de la produccion de PHB por parte
del microrganismo de referencia.

Con el proceso de extraccién establecido se obtuvo una pureza maxima del 25%, adicionalmente
se implementaron métodos de cuantificacion y caracterizacion mediante las técnicas de
espectrofotmetria UV-VIS y espectroscopias IR y "H-RMN.EI andlisis de produccién de PHB en B.
megaterium determind que a partir de las 12 horas de acumulacién, la concentracion de PHB
permanece constante consiguiendo valores de productividad y rendimiento con respecto a la
biomasa de 0.0077 g/L*h y8.3 % .

Se sugiere continuar con el mejoramiento de las técnicas de extraccibn usando métodos
sonoquimicos y determinar el peso molecular promedio del biopolimero producido.

* Trabajo de grado.
** Universidad industrial de Santander. Facultad de Ciencias. Escuela de Quimica. Director:
Marianny Yajaira Combariza Montafiez. Co-director: Carolina GizmanLuna, Paalo Andrea moreno.
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ABSTRACT

TITULO: EXTRACTION AND CHARACTERIZATION OF POLYHYDROXYBUTYRATE
PRODUCED BY Bacillus megaterium ATCC14581 USING WASTE GLYCEROL FROM
BIODIESEL INDUSTRY AS SOLE CARBON SOURCE*

AUTHOR: Camilo José Yariez Diaz**

KEY WORDS: Polyhydroxybutyrate, Quantification, Extraction, Characterization, Glycerol, Bacillus
megaterium.

Polyhydroxybutyrate is a polyester synthesized intracellularly by a large number of microorganisms
asBacillus megaterium. This biopolymer can be used as a replacement for plastic materials like
polypropylene or for implant and sutures manufacturing sutures in the biomedical industry, thanks
to its physical and biocompatibility properties. Several extraction methods have been implemented
to obtain the intracellular metabolite using chloroform or sodium hypochlorite resulting in
environmental drawbacks and reduction of the physical properties of the biopolymer.

This study focuses on implementing methods of extraction using dodecyl sodium sulphate,
quantification and characterization of PHB produced by Bacillus megaterium ATCC 14581 using
crude glycerol as carbon source. For this a production methodology was established and tests with
a certified standard were conducted. All methods were then applied for the PHB production analysis
by the used reference microorganism.

Favorable conditions for the extraction process were obtained, resulting in a purity maximum of
25%, Furthermore quantification and characterization methods were implemented using UV-VIS
spectrophotometry and IR and 1H-NMR spectroscopy techniques. Additionally since the 12 hours of
accumulation, a constant concentration of PHB was obtained, achieving productivity and yield
values of 0.0077 g/ L * h 8.3%.

It is suggested to continue improving extraction techniques using sonochemical methods and
determine the average molecular weight of the produced biopolymer.

* Degree project.
**Industrial university of Santander. Science faculty.Chemistry school. Director:
MariannyYajairaCombarizaMontafiez. Co-directors: Carolina GuzménLuna, Paalo Andrea moreno.
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INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHA) son metabolitos acumulados intracelularmente
por algunos microrganismos, que actualmente han llamado la atencion de la
industria debido a sus diversas aplicaciones como remplazo de materiales
plasticos. El polihidroxibutirato (PHB) es en la actualidad el mas importante de los
PHAdebido al amplio estudio desarrollado sobre su estructura y propiedades
fisicoquimicas. El costo de la fuente de carbono es uno de los principales
limitantes de la produccion de este biopolimero, ya que representa del 70 al 80%

del costo total de los materiales de partida[1].

Una alternativa atractiva es la utilizacion del glicerol residuo de la industria de
biodiesel (GRIB) como fuente de carbono en la produccién de PHB, debido a su

bajo costo y alta disponibilidad.

Tradicionalmente los PHA son producidos por microrganismos Gram negativos
debido a los altos rendimientos que estos presentan, sin embargo, los materiales
obtenidos a partir de estos,tienen problemas de biocompatibilidad y altos costos
de purificacion, por lo tanto,son poco viables para su utilizacién en la industria
biomédica[2-4].

Bacillus megaterium ha sido identificado como productor de polihidroxibutirato. La
identificacion de genes relacionados con la sintesis de PHA, como el PHA sintasa,
ha sido reportada en la literatura [5-7], asi como su produccién a partir de

fermentaciones|8].

Con el fin de extraer este polimero de las células donde son producidos, se han
desarrollado diferentes estrategias utilizando solventes, enzimas y compuestos

para digerir la biomasa y liberar este compuesto. De las Ultimas la utilizacion de
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surfactantes ha resultado prometedora, debido a su bajo costo e impacto
ambiental[9].

La cuantificacion y caracterizacién de este polimero ha sido realizada por diversas
técnicas instrumentales como espectrofotometria UV-VIS, la resonancia magnética

nuclear de protones y la espectroscopia en laregion infrarroja[10-13].

El proyecto comenzo en el afio 2009, en el Centro de Estudios e Investigaciones
Ambientales (CEIAM), con el apoyo de la Vicerrectoria de investigacion y
extension (VIE) de la Universidad Industrial de Santander (UIS); como una
bdsqueda de microorganismos nativos con la capacidad de aprovechar el GRIB

como fuente de carbono[14]

En octubre del afio 2010 se continud con el apoyo de Neomundo, definiendo como
objeto de estudio las transformaciones microbiolégicas del GRIB para producir
PHB. Posteriormente en el 2011, gracias a los resultados obtenidos se participd
con el proyecto: “Produccion de bioplasticos a partir de residuos de la industria de
biodiesel”, en la tercera edicién del concurso Ideas 2011, promovido por el banco

interamericano de desarrollo (BID) y los gobiernos de México y Corea del Sur.

El actual proyecto de grado tiene como objetivo el establecimiento de las técnicas
de extraccion, cuantificaciébn y caracterizacion del PHB producido a partir de

Bacillus megaterium ATCC 1458 utilizando GRIB como Uunica fuente de carbono.
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1. MARCO TEORICO

Los plasticos se encuentran entre los materiales mas utilizados en el diario vivir,
debido a ventajas caracteristicas como su durabilidad, facil moldeamiento y bajo
costo de producciéon. Sin embargo, su fabricacion esta ligada a la explotacion de
petrdleo como fuente de materias primas no renovables; y su disposicion final
tiene consecuencias ambientales desfavorables como la emision de gases de
invernadero debido a su incineracion y la contaminacion en suelos y cuerpos de

agua debido a su baja biodegrabilidad[15].

Los plasticos derivados del petroleo han sido utilizados desde la década de los
40s. En los ultimos veinte afios, su dependencia y produccion a nivel mundial se
ha incrementado a una tasa del 5% anual. Segun el programa ambiental de las
naciones unidas -UNEP, so6lo en el afio 2010 se produjeron 265 millones de

toneladas de plasticos, 15 millones mas que el afio anterior[16]

1.1. POLIHIDROXIALCANOATOS (PHA)

En respuesta a los problemas generados por los materiales plasticos se han
investigado materiales alternativos como los PHA, poliésteres alifaticos,
polisacaridos y mezclas de estos. Entre los mencionados, los PHA son poliésteres,
sintetizados[17] y acumulados intracelularmente por bacterias, constituidos por
monomeros de 3-hidroxiacidos unidos mediante los grupos funcionales alcohol y

acido carboxilico.

Los PHA se clasifican segun el nimero de atomos de carbono en los monémeros,
siendo de cadena corta “scl (short chainlength)” aquellos con 3 a 5 carbonos
(figura 1), cadena media “mcl (mediumchainlength)” 6 o mas carbonos y co-

polimeros formados por la combinacion de los anteriores “scl-co-mcl’[5].
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Por lo general los scl-PHA poseen propiedades termoplasticas y son mas
cristalinos que los mcl, mientras que estos Ultimos presentan un comportamiento

de elastomero y adhesivo.

Figura 1. Representacion grafica del Polihidroxibutirato parte de los scl-PHA(ACD
LABS CHEMSKETCH Software)

CHj 0

+ o}
n
Fuente: Autor

El polihidroxibutirato (PHB) es el mas representativo de los PHA, debido a su
amplio estudio y produccién a partir de diversas fuentes de carbono como,
azucares (glucosa, galactosa y fructosa, entre otros), acidos grasos y glicerol[18,

19]. Fue descubierto por Lemoigne en 1926[20].

El PHB fue el primer PHA en ser utilizado en materiales compuestos gracias a su
disponibilidad y a sus propiedades fisicas, quimicas y de degradacién
establecidas. Tiene una estructura amorfa en las inclusiones nativas y cristalina
cuando es aislada de los microrganismos. Es un polimero rigido, insoluble en agua
y tiene una resistencia a la traccion comparable con la del polipropileno. A pesar
de ser un polimero producido naturalmente tiene propiedades mecanicas

comparables a polimeros sintéticos biodegradables como los polilacticos[21].
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El PHB tiene una morfologia laminar y forma esferulitas cuando es cristalizado a
partir de la masa fundida en materiales a gran escala. Las propiedades fisicas de
este polimero estan resumidas en la tabla 1, donde se observan rangos de valores
debido a que esas propiedades dependen del peso molecular promedio (M) de
los polimeros, que varia desde 200 KDa hasta 3000 KDa[22]. EI M,, del PHB
depende de la fuente de carbono, el microrganismo utilizado para su produccion,
el método de extraccion y la preparacion de la muestra en el momento de

analisis[2].

El costo de la fuente de carbono es uno de los principales limitantes de la
produccion de este biopolimero[1, 12], representando del 70 al 80% del costo total
de los materiales de partida[23]; esto se debe a la utilizaciébn de azucares como
glucosa o sacarosa. Se ha investigado en la producciéon de PHB a partir de
materiales econdémicos y renovables como aceite de frituras residual, suero de
leche y glicerol residuo de la industria de biodiesel (GRIB), entre otros[24]. El
GRIB es una fuente de carbono atractiva debido a ventajas econdémicas y de

desarrollo industrial, ya que es posible utilizarlo sin un previo refinamiento[25]

Tabla 1. Propiedades fisicas del PHB

Propiedad Medida

Temperatura de fusiéon (°C) 160-177
Temperatura de transicionvitrea (°C) -4 a +15
Resistencia a la traccién (MPa) 15-40
Mdbdulo de traccion (GPa) 1.1-35
Cristalinidad (%) 55-80
Elongacion de ruptura (%) 1-6
Densidad (g*cm™) 1.243
indice de polidispersidad 1.9-2.1
Periodo de degradacién > 52 semanas
Modo de degradacion Hidrolitica,despolimerasa bacteriana
Angulo de contacto (°) 66
Fuente: [2]
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Los PHA, especialmente el PHB tienen un gran potencial de uso en la industria
medica; este muestra una alta biocompatibilidad y baja toxicidad hacia fibroblastos
de células de raton, condrocitos, osteoblastos y regiones gastrointestinales en
ratones. De igual manera, la presencia de PHB de bajo peso molecular en la
sangre humana y su descomposicion en monoémeros de acido 3-hidroxibutirico, es
evidencia de la alta biocompatibilidad y baja toxicidad de este material en
humanos[2-4]. EI PHB es utilizado actualmente en la fabricacion de una gran
variedad de productos meédicos como implantes usados en hernioplastia,
odontologia y cirugia cardiovascular, medios de administracion de medicamentos,

suturas biodegradables, etc[26].

1.2. GRIB

El glicerol, representa el 10% de la produccién en peso de biodiesel, y es un
subproducto de la reaccion de transesterificacion de los triglicéridos contenidos en
el material de partida en la produccion de biodiesel (Figura 2.); el cual, con un
grado de pureza, es ampliamente utilizado en las industrias cosmética, alimenticia
y farmacéutica. Sin embargo, debido al contenido impurezas y al superavit de
produccion consecuencia del aumento de fabricacion de biodiesel, el GRIB tiene

bajo valor comercial.

En su refinamiento, mediante procesos como filtracién, decantacion, destilacién e
intercambio de iones, se eliminan metanol, jabones, acidos grasos libres (FFA),
humedad, color, olor y elementos metalicos presentes en trazas. Sin embargo,
este tipo de tratamientos son costosos; por lo cual, es importante encontrar
alternativas para la utilizacion del GRIB, sin ningun o con los menores tratamientos
posibles[25, 27].
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Para la utilizacion del GRIB como fuente de carbono en la produccion
microbiologica de PHB es necesario conocer el contenido de las impurezas
presentes en el, debido a que algunas de estas como el metanol, jabones y
elementos metalicos, producen inhibicion en el crecimiento de los

microrganismos[28].

Figura 2. Reaccion de transesterificacion(ACD LABS CHEMSKETCH Software)

R\KO (0]
H,C J\ 1
o 3V R HO
L
(6]

OH

OH

Metil ésteres de
acidos grasos
(biodiesel)

Triacilglicerol Metanol Glicerol

(Triglicérido)

Fuente: [29]

1.3. PRODUCCION MICROBIOLOGICA DE PHA

Las bacterias utilizadas para la produccién de PHA pueden ser divididas en dos
grupos basados en la condiciones de cultivo para la biosintesis de PHA. EIl primer
grupo son bacterias que producen PHA en condiciones de limitacion nutrientes
esenciales como N, P, O, Mg, K 6 S y exceso de fuente de carbono. El segundo
grupo se refiere a bacterias que no necesitan limitacion de nutrientes y acumulan

PHA durante su crecimiento.
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El método mas utilizado para la acumulaciéon de PHB en bacterias del primer
grupo consiste en dos etapas, en el cual se usa un medio sin limitacién de
nutrientes para el crecimiento bacteriano hasta llegar al fin de la etapa exponencial
del crecimiento (FEX), como se muestra en la figura 3, a partir de la cual se limita
un nutriente esencial para permitir la acumulacion eficiente de PHA[30].

Figura 3. Grafica semilogaritmica de la curva de crecimiento bacteriano

FEX

Fase Fase
de latencia  exponencial

Logaritmo del nimero de
bacterias

Horas (h)

Fuente: [31, 32]

Actualmente, la produccion de PHB es liderada por bacterias Gram negativas
como Cupriavidus necator[3], sin embargo, estos microrganismos contienen en su
membrana exterior endotoxinas pirégenas de tipo lipopolisacaridos (LPS) que
comunmente se co-purifican junto con los PHB. Los LPS pueden causar
reacciones inmunolégicas haciendo que el PHB producido por bacterias Gram
negativas sea indeseable para su utilizacion en el campo biomédico. Por otra
parte, las bacterias Gram positivas como el género Bacillus no contienen LPS en
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su membrana, tienen un rapido crecimiento en sustratos econémicos, toleran altas
temperaturas, tienen altas presiones osmoticas y han sido utilizados para la

produccion industrial de PHB por la empresa Biocycles en Brazil.[3, 7, 8]

Bacillus megateriumes un bacilo Gram positivo, aerobio, esporulado y en
ocasiones se agrupa en cadenas cortas. Este microrganismo se encuentra
comunmente en suelos y tiene una gran variedad de usos en la industria, entre los
gue sobresalen la produccion de enzimas como la a y B -amilasa y la sintesis de
compuestos como las ciclodextrinas, ademéas de su uso como probibtico acuético;
adicionalmente este microrganismo ha sido identificado como productor de
PHBJ[13, 33, 34].

1.4. EXTRACCION DE PHB

El PHB es acumulado intracelularmente, haciendo que sea necesario extraerlo de
las células donde es sintetizado. Existen diversos métodos de extraccion de este
polimero entre los cuales se destaca la extraccion con solvente, debido a la alta
pureza obtenida y no degradaciéon de los polimeros[9]. Este se basa en largos y
dispendiosos procedimientos con solventes clorados como el cloroformo, sin
embargo, este procedimiento no es conveniente debido a su potencial dafio a la

salud y adicionalmente su empleo contradice la ventaja ambiental del biopolimero.

Se han explorado otros métodos de extraccion como la digestion de las células en
soluciones enziméticas o de hipoclorito de sodio con resultados desfavorables
como el aumento de costos de produccién[35] o la disminucién del peso molecular
promedio del polimero[9], respectivamente. Procesos de extraccion utilizando
surfactantes o métodos sonoquimicos resultan prometedores para la solucion de
este problemal9, 24, 35,36]

El dodecil sulfato de sodio (SDS), se introduce en la bicapa lipidica de la
membrana celular aumentando el volumen hasta llegar a la ruptura celular, donde

el PHB es liberado y se forman micelas de surfactante y fosfolipidos. EI SDS
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también tiene la funcién de solubilizar todo los residuos celulares haciendo que el
PHB pueda ser asilado mediante centrifugacion.[35, 37].Se ha demostrado que
mediante un tratamiento térmico posterior a la digestion utilizando SDS es posible
reducir el nivel de proteinas celulares en el producto extraido hasta un 5%,
eliminando el porcentaje restante mediante procesos de lavado con agua
destilada[38].

Consecuentemente el establecimiento de métodos alternativos de extraccion de

estos metabolitos es pertinente desde el punto de vista técnico e investigativo.

1.5. TECNICAS ANALITICAS

Existen diversos métodos de cuantificacion del PHB entre los cuales se destacan
la cromatografia de gases acoplada a un detector de espectrometria de masas
(GC-MS)[10, 23, 39, 40], la espectrofotometria en la region ultravioleta-visible (UV-
Vis)[11, 41] y la resonancia magnética nuclear (RMN)[36]. Los dos primeros

métodos requieren de la transformacion del polimero en moléculas pequefas.

En el caso de la cuantificacion mediante GC-MS se realiza la metanolisis o
propanolisis del polimero para obtener los ésteres metilicos o propilicos del
monomero y en UV-Vis, el PHB es sometido a hidrolisis &cida utilizando &cido
sulfarico concentrado obteniendo acido croténico; en ambos casos se cuantifican

las moléculas pequefias resultantes mediante curvas de calibracion.

Figura 4. Representacion de la conversion de PHB a acido crotonico para la
cuantificacion por UV-Vis

CHj 0 0
H H,S0,

\I:\o o/:l/ HC/\/\OH ' -

Fuente: Autor
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Por otra parte la cuantificacion por RMN H* se considera un método directo, el
cual se lleva a cabo mediante la relacion entre las sefales del PHB y un estandar
interno de concentracion conocida. El estandar utilizado para dicha cuantificacion
debe cumplir con ciertas caracteristicas como: completa solubilidad en el solvente
de analisis, estabilidad en las condiciones de andlisis, baja reactividad, baja

volatilidad y por lo menos una sefial aislada en el espectro de H*.

La cuantificacion realizada por este método es directa y elimina el error
proveniente de realizar reacciones preliminares a la cuantificacion, como en los

casos de los métodos de UV-VIS y GC-MS mencionados anteriormente.

El PHB se ha identificado mediante técnicas espectroscopicas como la
espectroscopia de RMNH*,C*¥[10, 36, 42, 43] y la espectroscopia en la regién
infrarroja (IR)[10, 42]. Mediante estas técnicas se obtienen espectros
caracteristicos del polimero que se comparan con los reportados en la literatura.
En el caso de RMN H*,C*® se obtienen sefiales correspondientes a los diferentes
tipos de hidrogenos y carbonos contenidos en la molécula, las cuales segun su
area bajo cada pico y corrimiento en el espectro indican el numero de nudcleos
correspondientes a la sefial y su entorno quimico. En IR se obtiene un espectro
con bandas atribuidas grupos funcionales que absorben radiaciéon en la regién
infrarroja, teniendo el PHB bandas caracteristicas de vibracion de enlace C=0y C-
O reportadas en la regiones de 1724-1740 y 1287 cm™ respectivamente[11, 12].
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En la figura 5, aparece la metodologia empleada para el desarrollo del proyecto de

investigacion.

2. METODOLOGIA

Figura 5. Metodologiadesarrollada

Caracterizacion glicerol

!

Produccién PHB

Metodologias cuali-y-cuantitativas para la
identificacion de los biopolimeros

v

A 4

v

Extraccion

Cuantificacién

Caracterizacion

Estudio de la
acumulacién de PHB
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2.1. MATERIALES Y REACTIVOS

El GRIB utilizado para el desarrollo de este proyecto fue proporcionado por una
empresa colombiana productora de biodiesel. Los reactivos y equipos utilizados

estan listados en el anexo 1.

2.2. CARACTERIZACION DEL GLICEROL

El glicerol utilizado en la produccion microbiologica del PHB fue previamente
neutralizado, para asegurar un pH inicial de 7 en las fermentaciones. Se utilizé una
solucion 1 N de hidroxido de amonio la cual fue goteada sobre el glicerol midiendo
el pH constantemente, mediante un pHmetro previamente calibrado a dos puntos

con soluciones estandar con valores de 7.00£0.01 y 4.00+£0.01 en la escala.

En la tabla 1. Se resumen los métodos por los cuales se realizo la caracterizacion

Tabla 1. Métodos de caracterizacion del glicerol.

Parametro Fisicoquimico Método/Equipo Referencias
pH pHmetro
Densidad Picnémetro
% Glicerol HPLC-RI
% Humedad NTC287:2002
% Cenizas Calcinacion [44-47]
% Nitrégeno Total AOAC 928.08 18th
EditionKjeldahl
MONG* % Metanol HPLC-RI
% Jabones Titulaciéon colorimétrica
% OMO** Balance de masa

* Materia Orgéanica No Glicerol
** Otra Materia Organica.
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2.2.1. Medicion del pHLa medicion del pH se llevé a cabo mediante un pHmetro,

previamente calibrado como se indicé anteriormente.

2.2.2. DensidadLa densidad fue medida mediante un picnémetro de 5 mL limpio y

seco. Se peso el picnbmetro antes y después de agregar el glicerol. Se realizaron

las medidas por triplicado. La densidad fue calculada mediante la ecuacion 1.
Ecuaciénl. Expresion matematica para el célculo de la densidad

m-—m
d= £
5ml

Donde d, es la densidad; m, la masa del picnometro con glicerol y m,, la masa del

picnometro vacio.

2.2.3. Cenizas Se pesaron 5 gramos de muestra y posteriormente se depositaron
en crisoles previamente secos durante 2h a 120°C. La muestra fue calcinada junto
con un blanco a una temperatura de 750°C siguiendo una rampa de 1°C/min hasta

llegar a 410 °C y subiendo luego a 5°C/min hasta llegar a 750 °C.

2.2.4. Humedad El contenido de humedad fue determinado por analistas del

CICTA siguiendo la metodologia descrita en la Norma Técnica Colombiana 287.

2.2.5. Nitrogeno total El contenido de nitrogeno total fue determinado por
analistas del Centro de Investigacion en Ciencia y Tecnologia de
Alimentos(CICTA)por el método de Kjeldahl siguiendo la norma internacional
AOAC 928.08 18th edition.
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2.2.6. Contenido de jabones Esta titulacion colorimétrica es una version
modificada del método AOCS Cs 17-79, jabon en aceite[29].

Se disolvié una cantidad conocida de glicerol crudo en 50 mL de agua destilada y
se agregaron 4 gotas de azul de bromofenol (0.04% en H20). Posteriormente la
solucion fue titulada con una solucidn previamente estandarizada de acido

clorhidrico 1N hasta viraje amarillo.

Se utilizé la ecuacion 2 para la cuantificacion de jabones en las muestras de

glicerol crudo:

Ecuacion 2.Expresion matematica para el calculodel contenido de jabones

mg.jabén v * [HCI] * 292.31 * 1x10°
kg.muestra 1000 * w

Fuente:[44]

Donde v, es volumen de HCI adicionado en la segunda titulacién (ml); w es el peso
de la muestra de glicerol crudo en gramos (g); [HCI], es concentracion de la
solucion de &cido clorhidrico estandarizada (Normalidad) y el valor 292.31es el
peso molecular promedio de las sales de sodio que se encuentran en el glicerol
crudo proveniente del biodiesel desde aceite de palma africana. (Esta constante
se calculé a partir de las concentraciones porcentuales de los acidos grasos

mayoritarios contenidos en el aceite de palma africana[44, 48])(g/mol).
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2.2.7. Contenido de glicerol y metanol Las muestras de glicerol crudo fueron
diluidas, pasadas mediante filtros OlimPeak de polifloruro de vinilideno (PDVF) de

0.45 ym y almacenadas en viales de cromatografia liquida.

Las muestras fueron inyectadas en un cromatografo liquido de alta eficiencia
Agilent Technologies serie 1100 acoplado a un detector de indice de refraccion
Agilent Technologies 1200, utilizando una columna SUPELCOGELTM C-610H. La
condiciones de analisis fueron las siguientes: volumen de inyeccién 20 uL; fase
movil: acido sulfarico 5mM; flujo 0.6 ml/min; temperatura de la columna y del
detector de 30°C y 35°C. La cuantificacién de los analitos mencionados fue
realizada mediante el método de patrén externo con curvas de calibracion de 5

puntos. Cada medicion se realiz6 por triplicado.

2.3. PRODUCCION DE PHB

La produccién de PHB fue realizada en dos etapas por B. megaterium ATCC
14581, utilizando GRIB como Unica fuente de carbono. La primera etapa busca
obtener la mayor concentracién de células del microrganismo, para lo cual es
necesario llegar hasta el fin de la etapa exponencial (FEX); la segunda etapa tiene
como fin la acumulaciéon de PHB. Para conocer la duracién de la primera etapa,
fue necesario determinar el tiempo en el cual el microrganismo llegaba al FEX y la
duracion de la segunda etapa fue de 4 horas.

2.3.1. Determinacion del FEXCon el propésito de determinar el FEX se llevo a
cabo la curva de crecimiento de Bacillus megaterium ATCC 14581, utilizando
GRIB como unica fuente de carbono en un medio nutritivo. Esta curva fue
desarrollada en el laboratorio de microbiologia de la universidad industrial de
Santander por miembros del centro de estudio e investigaciones ambientales
(CEIAM).
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Adicionalmente se cuantifico el consumo de glicerol durante la curva de
crecimiento del microorganismo. Se filtr6 1 ml del caldo de cultivo mediante filtros
OlimPeak de PDVF de 0.45 ym y se almaceno en viales de HPLC; las condiciones
cromatografias fueron las especificadas en el método mencionado en la seccién
2.2.7.

2.3.2. Produccion de PHB en dos etapas para la primera etapa colonias de B.
megateriumATCC14581fueron agregadas a un medio nutritivo con GRIB como
Unica fuente de carbono. El cultivo fue realizado en 50 ml de este medio en
erlenmeyers de 250 ml durante 7 horas a una temperatura de 37 °C y una

agitacion de 200 rpm.

La biomasa fue posteriormente obtenida por centrifugacion a 3420g durante 5 min
y resuspendida en un medio de sales con GRIB como Unica fuente de carbono. La
segunda etapa se llevd a cabo durante 4 horas a 30°C y 150 rpm.
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2.4. ESTABLECIMIENTO DE METODOLOGIAS DE EXTRACCION,
CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION.

2.4.1. Metodologia de extraccion El PHB producido se extrajo de la biomasa
realizando una digestion con dodecil sulfato de sodio (SDS) y recuperando el

polimero por medio de lavados y centrifugacion.

Para realizar los ensayos del establecimiento de las metodologias de
cuantificacion se realizaron extracciones del polimero con una metodologia de

referencia[36].

Adicionalmente se realiz6 un disefio experimental para hallar condiciones
favorables en el proceso de digestion de la biomasa, tomando como variables
criticas la temperatura, el tiempo y la cantidad de SDS agregado en relacion a la

biomasa humeda obtenida en el paso de produccion.

2.4.1.1. Metodologia de referencia
Se centrifugaron 20 ml del medio de sales resultante de la etapa de produccion a
3420g durante 5 minutos. En el Esquemalse representa la metodologia de

referencia.

Esquema 1. Metodologia de extraccién reportada por Strazzulo y otros[36].

o ’ icién SD
Resuspension biomasa humeda Adicidn SDS

relacién 100 ml agua destilada/ E—) relacion 1:1

1g biomasa himeda 20 min SDS:biomasa humeda

Centrifugar

Lavado con agua destilada e Autoclave
x2 121°Cx 20 min
7690g x 30 min

Secar60°Cx 12 h

Macerar y pesar
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24.1.2. Disefio experimental. Se realizd un disefio de experimentos
factorial con dos niveles y tres variables para hallar condiciones favorables del
proceso de digestion de la biomasa. Las variables y los niveles fueron elegidos de
acuerdo a la revision bibliografica presentada en la tabla 2. La variable de
respuesta a evaluar fue el porcentaje de pureza del PHB obtenido después de la

extraccion.

Tabla 2. Revision bibliografica de los métodos de extraccion utilizando SDS

humedo

Thakor

2005 Puro 51 20 min
Yang )
2011 50g/L 2.5:1 3h 60
~ 100 g/L 10.0:1 10 mi 50
5011 g .0: min
Naheed
2012 Puro 0.5:1 1h 37
Strazullo
2008 Puro 1.0:1.0 1h 50
Kim
2003 Puro 0.1-0.7:1.0 1 30

Los niveles y variables elegidas se encuentran en la tabla 3, en la cual se puede
observar que se eligié un nivel alto y uno bajo para cada variable resultando en 8
experimentos diferentes realizados por triplicado dando un total de 24
experimentos. En el caso de la temperatura se eligi6 como nivel alto 65 °C debido
a que era la temperatura maxima de trabajo del agitador termostatico utilizado en

el paso de la digestién con SDS.
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Tabla 3. Disefio experimental para encontrar variables favorables en el proceso de
extraccion con SDS

Temperatura

Relacion

Biomasa
himeda:SDS

180 min
D7 D8

2.4.2. Cuantificacion mediante espectrofotometria UV-Vis La cuantificacion
mediante esta técnica incluye la previa conversion del PHB en é&cido crotonico,
para lo cual fue necesario disolver el analito en &cido sulfdrico concentrado y
calentar la solucion resultante a 100 °C durante 20 min[49]. Todas las muestras
fueron posteriormente depositadas en tubos de ensayo y las lecturas de
absorbancia se realizaron tomando como blanco acido sulfdrico concentrado en un

espectrofotometro Shimadzu en el laboratorio de instrumentacion quimica.

El primer paso del establecimiento del método fue hallar la longitud de onda de
absorcion maxima del acido crotonico, para lo cual se realiz6 un barrido espectral
desde 400 hasta 200 nm a soluciones del patron de PHB convertido en &cido

crotonico mediante el procedimiento descrito anteriormente.

Después se establecio el rango de linealidad para la ley de Beer, realizando
medidas de absorbancia a la longitud de onda de absorcion maxima a un rango de

concentraciones del patron de PHB en &cido sulfarico.

Para la determinacién del contenido de PHB en una muestra real fue necesario
realizar una serie de diluciones para ajustar la concentracion de la muestra al

rango de cuantificacion hallado.
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Todas las cuantificaciones fueron realizadas mediante el método de curva de
calibracion utilizando un estdndar de PHB (Sigma- Aldrich) con 6 puntos cada uno
leido por triplicado. Las curvas fueron realizadas cada vez que se tomaban
lecturas en el equipo ya mencionado. La determinacién de los limites de deteccion
y cuantificacion fue realizada mediante el calculo de la raiz del promedio del error
cuadrado, RMSE ( “Root Mean Square Error”).

Con el fin de hallar el error experimental de la técnica se tomé1 mg de patron de
PHB y se realiz6 una solucion con un volumen final de 5mL utilizando &cido
sulfurico concentrado, la solucién fue luego diluida hasta 5 ppm y preparada como
se indicé anteriormente. La determinacion del error experimental se realizd

mediante la ecuacion 3.

Ecuacion 3.Expresion matematica para el calculo del error experimental

Cteorica — Cexperimental
YETT0Txp = Croori x 100
eorica

2.4.3. Caracterizacion mediante espectroscopia de resonancia magnética
NuclearLa caracterizacion del PHB por medio de H'-RMNfue realizada en el
equipo Bruker avance de 400 MHz, mediante la adquisicion de espectro utilizando
secuencia de pulsos zg 30 °con 32 scans en el caso del estandar de PHB y 256

scans para la muestra producida en el presente trabajo.

Se adquirieron los espectros del estandar de PHB y las muestras reales de PHB
producido por B. megaterium ATCC 14581, tomando 1 mg de muestra
disolviéndolos en 700 uL de CDCL3. Para lograr completa dispersién del analito se
sometid la mezcla a un bafio de ultrasonido a una temperatura de 70 °C durante 2

horas.
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Después de obtenida la FID de cada una de las muestras, se procesd mediante el
software ACD/NMR ProcessorAcademicEditionVersion 12.01, donde se aplico la
transformada de Fourier para obtener el espectro dependiente de la frecuencia. Se
corrigio la linea base y se asigné la escala mediante el corrimiento del
tetrametilsilano (TMS) en 0 ppm. Los corrimientos de las sefiales fueron tabulados

y comparados.

2.4.4. Caracterizacion mediante espectroscopia en la regién de infrarrojo El
polimero fue caracterizado mediante la comparacion de los espectros del patron
de PHB y el polimero recuperado de la biomasa tomados en un equipo FTIR

Bruker Tensor 27 equipado con un aditamento de reflectancia difusa.

Para la adquisicion de los espectros, se tomo entre 1 - 2 mg de muestra y fue
depositada en la ventana del aditamento de reflectancia difusa. Los espectros

fueron tomados entre 400 y 4000 cm™,

2.5. DETERMINACION DE LA CURVA DE PRODUCCION

Los métodos de extraccion y cuantificacion establecidos fueron aplicados para la
determinacién de la curva de produccion de PHB por parte B. megaterium ATCC

14581utilizando GRIB como Unica fuente de carbono.

La produccién de PHB se realiz6 en dos etapas. Para la primera se agregaron
colonias del microrganismo a 50 mL de medio nutritivo modificado con GRIB como
Gnica fuente de carbono en erlenmeyers de 250 ml. EI medio fue llevado a un
agitador termostatico a 37 °C con agitacion constante de 200 rpm por 7 horas. En
esta etapa el microrganismo llega al FEX y alcanza el mayor punto de crecimiento.
Para la segunda etapa la biomasa fue obtenida por centrifugacién a 3420g por 5
min y posteriormenteresuspendida en 50 ml de un medio de sales modificado con

GRIB como unica fuente de carbono en erlenmeyers de 250 mL.
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Cada 4 horas hasta llegar a un tiempo total de 41 horas se tomaron medidas de
pH, consumo de glicerol, produccion de PHB, peso seco y viabilidad de las células
por el método de recuento en placa. Adicionalmente se realiz6 la coloracion sudan

negro como un control de calidad cualitativo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. CARACTERIZACION DEL GLICEROL

Los resultados de la caracterizacion del GRIB se encuentran resumidos en la tabla
4. Los valores fueron reportados como el promedio de 3 repeticiones y el intervalo
de confianza calculado para un 95 % de confianza de los datos. En el caso de los
valores de humedad y contenido de nitrégeno estos fueron reportados como lo

indicaban los analisis realizados por el CICTA (Anexo 2)

Tabla 4. Resultados de la caracterizacion del GRIB

Pardmetro  |____Muestra___

Fisicoquimico Crudo 1

6.414 £0.124
Densidad (g/ml) 1.04 £0.01
Glicerol (% p/p) 51.43 £0.23
Humedad (% p/p) 49. 26 +0.02
Cenizas (% p/p) 2.85+0.25
Contenido de n.d*
nitrogeno (% p/p) ’
Metanol
+
MONG (% p/p) 3.57 £0.05
I /abones 1.34+0.17

(% p/p)

*n.d: no detectado

Se puede observar que el GRIB utilizado para la produccién de PHB se compone
principalmente de agua y glicerol. El alto contenido de agua se debe a que este es
previamente mezclado en la planta de produccion con aguas de lavado que a la
vez tienen un pequefio porcentaje de acido acético, el cual a la vez explica el pH
levente acido que se reporta. El contenido de jabones y metanol, los cuales
provienen de los sustratos que se utilizan en la produccion de biodiesel, son los
componentes que inhiben el crecimiento del microrganismo y se encuentran en
una cantidad minima, haciendo que el GRIB sea una fuente de carbono viable
para la produccién de PHB.
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3.2. PRODUCCION DE PHB

En la figura 6 se observa la curva de crecimiento y el consumo de glicerol de

Bacillus megaterium ATCC 14581utilizando GRIB como Unica fuente de carbono.

Figura 6.Curva de crecimiento y consumo de glicerol de B. megaterium ATCC

14581 utilizando GRIB como Unica fuente de carbono.

FEX
10.00 10.00

9.00 9.00

O— —i- —a—9
0 —a o
== Curva de
7.00 / 7.00

Crecimiento B
megaterium
6.00

= 6.00 . -
%) /.,/ 55 —#—Consumo de
[T — .
> 500 500 B glicerol B
% ."'_'-— @ megaterium
o 2
S 400 400 ©
Consumo de glicerol al FEX: 0,47 g
3.00 3.00
Consumo total de glicerol: 0,80 g
2.00 2.00
Peso seco al FEX(g/L): 1,0553+0,0367
1.00 1.00
0.00 0.00
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Tiempo (h)

En la figura 6 se observa en color verde la curva de crecimiento del
microrganismo, la cual se encuentra en funcion del logaritmo de unidades
formadoras de colonias por mililitro. La etapa de latencia de B. megaterium es
practicamente inexistente debido a la previa adaptacion de la bacteria al GRIB,
realizada por miembros del CEIAM. La etapa exponencial concluye en la hora 7, a
partir de donde se observa un nimero aproximadamente constante de unidades
formadoras de colonia por mililitro, siendo este el punto denominado como FEX. El
consumo de glicerol es representado por la curva de color fucsia y esta reportado

en unidades de gramos por litro. Se puede observar que el consumo de glicerol
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aumenta significativamente después delas 4 horas siendo a las 7 horas de 0.47 g
y a las 9 horas de 0.8g.

Para la segunda etapa de produccion se obtuvieron valores promedio de
concentracion de PHB y rendimiento con respecto a la biomasa de 0.1 g/L y 8.1%

respectivamente.

3.3. ESTABLECIMIENTO DE METODOLOGIAS DE EXTRACCION,
CUANTIFICACION Y CARACTERIZACION

3.3.1. Metodologia de extraccién
En la tabla 5. Se encuentran los resultados de la metodologia de referencia y el
disefio de experimentos realizado para encontrar las condiciones favorables para

la extraccion del PHB producido.

Tabla 5. Resultados de la metodologia de referencia y disefio de experimentos

SDS/bio hum m T dig (°C) % Pureza PHB
1 60 50 13
1 60 50
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o
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13.8
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Se observa que los porcentajes de pureza de todos los experimentos realizados
en el disefio experimental son mayores a los de la metodologia de referencia
utilizada. Esto se debe a que las condiciones reportadas por Strazzullo y otros[36],
fueron disefiadas para la extraccion del PHB producido por un microrganismo de
genero diferente al utilizado en el presente trabajo como lo es

Halomonascampaniensis.

El disefio experimental realizado fue analizado utilizando el software Statgraphics
Plus version 5.1. En primera instancia se realizé el test de Shaphiro-Wilks para
comprobar una distribucién normal en los datos. Este test dio como resultado un
valor P de 0.0617 que a un nivel de confianza del 95% es mayor al valor alfa de
0.05[50], indicando que la distribucion es considerada normal, a partir de lo cual se
realiz6 un andlisis de la varianza (ANOVA) de los datos, el cual se encuentra
resumido en la tabla 6.

Tabla 6. ANOVA de los datos del disefio de experimentos

A:Temperatura 54.9037 1 54.9037 12.41 0.0031
B:Relacion
SDS:biomasa hameda 0.220417 1 0.220417 0.1 0.8264
C:Tiempo 13.3504 1 13.3504 3.02 0.1029
AB 12.1837 1 12.1837 2.75 0.1178
AC 243.844 1 243.844 55.1 0.0000
BC 14.5704 1 14.5704 3.29 0.0897
bloques 13.3633 2 6.68167 1.51 0.2527
Error Total 66.3838 15 4.42558
Total (corr.) 418.82 23

El disefio experimental planteado permite evaluar la influencia de cada una de las
variables sobre el factor de respuesta y las interacciones entre estas. El valor P
presentado en la tabla 6 para cada una de las variables indica si este es menor
que el valor alfa 0.05 a un nivel de confianza del 95% la influencia significativa de
esta variable sobre el pureza. De acuerdo con los valores presentados en la tabla
6, el unico efecto principal influyente es la temperatura y la Unica interaccién

significativa es la de la temperatura con el tiempo.
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El grafico de Pareto estandarizado representa los efectos divididos entre su error
estandar, la linea vertical representa el valor critico de las tablas de la distribucion
T de Student para los grados de libertad del error. Si la magnitud representada por
las barras horizontales sobrepasa la linea vertical, se considera el efecto
significativo. Se puede observar que este grafica estd de acuerdo con lo
presentado en el ANOVA y ademas permite ver que los efectos de la temperatura

y la interaccion entre la temperatura y el tiempo son negativos.

Figura 7. Grafico de Pareto estandarizado para la pureza experimentos
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Efectos estandarizados
Estos efectos pueden ser visualizados de mejor manera en las figura 8 y 9. Donde,
en la figura 8, en el eje Y se encuentra el porcentaje de pureza y en el eje x los
valores para los niveles de la temperatura. Se observa el efecto negativo sobre la
pureza cuando se incrementa la temperatura, haciendo que sea deseable trabajar

con temperaturas bajas en el caso de la extraccion del PHB mediante SDS.
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Figura 8. Grafico de los efectos principales para la pureza en funcion de las
variables evaluadas
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La figura 9 muestra el grafico de interaccion entre la temperatura y el tiempo, se
observa en el eje y, el porcentaje de pureza y en el eje x el cambio entre los dos
niveles de temperatura. Las dos lineas trazadas corresponden a los dos niveles de
tiempo. Se puede apreciar que cuando el tiempo esta en el nivel bajo la pureza
aumenta con respecto a la temperatura. Sin embargo para el nivel alto de tiempo
se observa lo contrario, una mayor temperatura resulta en un descenso en la
pureza. El mejor tratamiento se encuentra resaltado por el circulo azul donde se
tienen condiciones de 30 °C y 180 min. Debido a que la influencia de la relacion
SDS: biomasa humeda no es significativa, se eligié el valor de 0.5 puesto que
significaria un ahorro en el gasto de reactivos y una menor contaminacion por el

descarte de surfactante.

Figura 9. Grafico de interaccion entre el tiempo y la temperatura
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Las mejores condiciones para el rango evaluado de temperatura, tiempo y relacion
de SDS: biomasa humeda son las correspondientes al experimento D5 (tabla 3),

obteniendo una pureza maxima de 25.7%.

El valor mdximo de pureza conseguido no es comparable con los valores
reportados en la literatura, los cuales varian entre 90 y 99%][35, 36, 51]. Esto se
debe a que a las 4 horas de acumulacion, Bacillus megaterium tiene un contenido
de PHBdel8.1% en peso, siendo el 91.9% de la célula material no PHB. Segun lo
reportado por Yang y otros[52], la pureza obtenida por métodos de disrupcion
celular (como lo es el método utilizando SDS), depende del contenido de PHB en
la célula, para contenidos de PHB del 82% se obtenian porcentajes de pureza de
aproximadamente 90%, sin embargo para células con contenido de PHB del 42%
solo se obtenian porcentajes de pureza de aproximadamente 60%. Por lo tanto
para obtener una mayor pureza con el método desarrollado por el presente trabajo
se necesitarian células con un porcentaje de acumulacion mayor, lo cual
posiblemente podria ser logrado aumentando el tiempo de acumulacion del
microrganismo o variando condiciones de temperatura, pH y concentracién de

nutrientes.

3.3.2. Metodologia de cuantificaciéon mediante espectrofotometria UV-Vis

El espectro de soluciones de acido crotdnico obtenido a partir de la hidrolisis &cida
del estandar PHB se muestra en la figura 10, en donde el eje x corresponde a la
absorbancia y el eje y a la longitud de onda de haz de luz irradiado a la muestra.
Es posible observar un maximo a una longitud de onda de 235 nm, lo cual
concuerda con lo reportado en la literatura y sugiere una reaccion de hidrolisis
exitosa. Por esta razon todas las lecturas de absorbancia en los pasos siguientes

fueron realizadas a este valor de longitud de onda.
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Figura 10. Espectro de absorbancia de soluciones de acido croténico
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La figura 11 muestra dos curvas de calibracién del acido croténico obtenido a
partir del PHB a diferentes rangos de concentracién. En la curva a) un rango de 0-
17 ppm y en la b) de 270 a 3300 ppm, es posible observar como la sensibilidad,
expresada como la magnitud de la pendiente en las curvas de calibracion, es
aproximadamente 1000 6rdenes de magnitud menor en la curva b).
Adicionalmente se calculdé el coeficiente de absortividad molar para el acido
croténico utilizando los valores de la curva a), resultando en un valor de15,97*10°

L*moles*cm™
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Figura 11. Curvas de calibracion de acido croténico. a) Rango de concentraciones
0-17 ppm. b) Rango de concentraciones de 270-3300 ppm.
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Lo anterior se debe una limitacion de la ley de Beer (ecuacién 4), donde a
concentraciones altas, la proximidad entre moléculas altera la distribucion de
carga de estas. Esta alteracion, disminuye la capacidad de absorber radiacion
electromagnética de las moléculas. Por esta razén se decidi6 trabajar con el rango

de 0-10 ppm para el método de cuantificacion del PHB[53].

Ecuacion 4. Ley de Beer

A = absortividad molar * camino optico * concentraci6

Se construy6 la curva de calibracion y se determinaron los limites de deteccion y
cuantificacion para la concentracion de acido crotonico obtenido por la hidrolisis
del PHB. Los limites de deteccion y cuantificacién estuvieron alrededor de 0.02 y

0.1 ppm respectivamente.

Para la cuantificacion de la muestra real de PHB producido por el microrganismo
se realizaron tres diluciones de 1:5, 1:12.5 y 1:25 correspondientes a valores

supuestos de pureza de 10%, 25% y 50%.
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Los resultados de la cuantificacion del PHB se encuentran en la tabla 7, en esta se
muestran los parametros estadisticos para la evaluacién de las cuantificaciones.
Se puede observar que los datos resaltados presentan un menor coeficiente de
variacion y un intervalo de confianza mas estrecho, debido a que la concentracion

obtenida cae en el la mitad del rango de cuantificacion.

Tabla 7. Cuantificacion de PHB utilizando diferentes diluciones

Factor de Concentracion Lzl
.. Absorbancia Promedio| % CV |confianza
Dilucion (ppm)
20
20 2.2

0.414 1.9
25

0.425 2.0 20
0.581 2.8 15

125 14 3.2 0.63
0.558 2.7 14
1.25 6.4 13

5 13 0.1 0.02
1.252 6.4 13
0.443 2.1 26

25 26 1.6 0.59
0.452 21 26
0.494 2.3 15

12.5 14 2.0 0.40
0.482 2.3 14
1.184 6.1 15

5 15 0.9 0.20
1.199 6.1 15

El método de cuantificacion de PHB por medio de calibracion con un estandar
externo propuesto por este trabajo, utiliza lecturas de absorbancia de soluciones
de acido crotonico obtenido por la hidrolisis 4cida de PHB a una longitud de onda
de 235 nm, un rango de cuantificacion de 0-10 ppm y un diluciones de 1:5y 1:12.5

de la muestra real hidrolizada previamente.
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3.3.3. Caracterizacion mediante RMN

En las figuras 12 y 13,se muestran el espectro de *H-RMNdel PHB estandar y el
polimero obtenido por Bacillus megaterium ATCC 14581; en los cuales se

presenta la intensidad normalizada en el eje y, y en el eje x el corrimiento quimico.

Se observa una total concordancia entre los dos espectros de las sefales en las
regiones demarcadas como 1, 2,2’ y 3correspondientes al PHB. La sefial a campo
alto marcada como (1) a 1.27 ppm ( 3H, d, -CH3) fue asignada a los protones
metilicos de la molécula de PHB; las sefiales marcadas (2) y (2’) a 2.47 ppm (1H,
dd, -CHy) y 2.61 ppm (1H, dd, -CH;) corresponden a los protones metilenicos
geminales no equivalentes los cuales presentan una constante de acoplamiento
de -15.5 Hz; la sefial a campo medio marcada como (3) a 5.26 ppm (1H, ddq, -CH)
corresponde al protdon metinico del PHB. En los espectros se encuentra una sefial
en el corrimiento 1.58 ppm, la cuales debida a la presencia de agua (Anexo 3) que
pudo haber ingresado durante la dispersién de la muestra utilizando un bafio de

ultrasonido como se indic6 en la seccién 2.3.3.

Las sefales a corrimientos quimicos de 0.08, 0.07, 0.15, 1.25 y 1.55 ppm pueden
ser atribuidas a fragmentos de detritos celulares provenientes del método de
extraccion, como se menciond anteriormente el PHB crudo obtenido tiene una
pureza que varia entre 15y 25 % lo cual deja un gran porcentaje de impurezas

que pudieron haber interferido en el andlisis.
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Figura 12. Espectro de *H-RMN del estandar de PHB (Sigma-Aldrich)
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Figura 13. Espectro de *H-RMN del PHB producido por B. megaterium ATCC
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En la tabla 8 se muestra la comparacién de los corrimientos y las constantes de
acoplamiento del PHB en el estandar y la muestra real. Se puede observar que
hay una concordancia significativa en los corrimientos quimicos, la pequefia
diferencia entre estos se atribuye al entorno quimico de las moléculas de PHB en
la muestra real debido al contenido de impurezas. Las constantes de acoplamiento
presentadas en la tabla 8 fueron las reportadas por Doi y otros[13].

Tabla 8. Resultados de la caracterizacion del PHB producido mediante RMN

Corrimiento | Corrimiento | Constantes de 1
(ppm) (ppm) acoplamiento CHj ')
estandar muestra (ppm) o
1.28 1.27 6.3 H
2.48 2.47 5.7,-15.5 O H O}
2.61 2.61 7.3,-15.5 H 5 n
5.27 5.26 7.3,5.7,6.3

3.3.4. Caracterizacion mediante espectroscopia en la regiéon de infrarrojo

En las figuras 14 y 15 se presentan los espectros de PHB estandar y el obtenido
por Bacillus megaterium ATCC 14581, en los cuales el eje y representa el
porcentaje de transmitancia y el eje x el nUmero de onda de haz de luz irradiado a
la muestra durante el analisis. Existen dos sefiales caracteristicas para el PHB
reportadas por diferentes autores[10, 11, 54], la primera se encuentra entre 1735y
1720 cm™ corresponde a la vibracion de alargamiento del enlace C=0 del grupo
carbonilo y la segunda entre 1320 y 1210 cm™ corresponde a la vibracién del
enlace C-O del grupo carboxilo[55]. Se puede observar en los dos casos las

sefales principales caracteristicas de un poliéster como el PHB.
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Figura 14. Espectro IR del estdndar de PHB (Sigma-Aldrich)
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Las sefiales alrededor de 1540 y 1640 cm™ resaltadas con flechas azules son
caracteristicas de la presencia de proteinas y son llamadas amida | y amida I, las
cuales corresponden a la vibracion del enlace C=0 de la unién entre péptidos y la
segunda es la suma de las vibraciones de flexion en el plano del enlace N-H y el
alargamiento del enlace C-N[56]. Lo anterior permite afirmar que el contenido de
impurezas en el PHB obtenido, es debido a proteinas remanentes de la digestion

de la biomasa realizada durante el proceso de extraccion.

3.4. DETERMINACION DE LA CURVA DE PRODUCCION

En la figura 16 se muestra la curva de produccion de PHB por Bacillus megaterium
ATCC 14581con respecto a la concentracién de glicerol. En el eje x se presentan
las horas de fermentacion después de que la bacteria alcanza el FEX y los ejes y

representan la concentracion de PHB en la izquierda y glicerol en la derecha.

Figura 16. Curva de produccion de PHB y concentracion de glicerol de B.
megaterium ATCC 14581 utilizando GRIB como Unica fuente de carbono
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Se puede observar un aumento en la concentracion de PHB hasta las 12 horas de
acumulacion (ver figura 17), seguida de una disminucién a la hora 16, la cual

posiblemente se debe a la esporulacion observada a partir de esta hora[7].

Figura 17. Foto de Bacillus megaterium ATCC14581 a las 12 horas de
fermentacion después del FEX

Fuente: Autor

En la figura 17 se muestra una fotografia tomada a través de un microscopio de la
bacteria tefiida usando el método de coloracion sudan negro. En esta las
inclusiones de PHB son teiidas de azul por el sudan negro y el resto del

citoplasma se tifie de rosado por la safranina (colorante de contraste).

En el caso de la concentracién de glicerol, se observa una disminucién durante el
tiempo evaluado. El glicerol como fuente de carbono es utilizado por el
microrganismo para construir masa celular, sintetizar PHB y como fuente de
energia[57], por lo cual a pesar de que la concentracion de PHB no aumenta
significativamente después de las 16 horas, la concentracion de glicerol sigue

disminuyendo.
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En la Figura 18se observa la biomasa con respecto a la concentracion de glicerol.
El eje x representa las horas de fermentacion después de que la bacteria alcanza
el FEX y los ejes y representan la biomasa en la izquierda y la concentracién de
glicerol en la derecha. Se puede observar que a pesar de que la acumulacion de
PHB llega a un punto maximo a las 12 horas, la biomasa sigue aumentando
durante todo el tiempo evaluado, esto afirma la utilizacion del GRIB no solo como
sustrato para la produccion de PHB sino para el crecimiento y mantenimiento
celular, evidencidndolo como una buena fuente de carbono para Bacillus
megaterium ATCC 14581.

Figura 18. Biomasa y concentracion de glicerol de B. megaterium ATCC 14581
utilizando GRIB como unica fuente de carbono
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El rendimiento con respecto a la biomasa y productividad del proceso fue
calculado a las 12 horas de fermentacion después del FEX; el rendimiento fue de
8.3 % y la productividad de 0.0077 g/L*h .Estos valores son bajos comparados con
los reportados utilizando fuentes de carbono puras como sacarosa, glucosa o
glicerol, los cuales reportan valores aproximados de20 al 50%, para el rendimiento
y entre 0.02 y 0.150 para la productividad[6, 8, 33]. Los bajos valores de
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rendimiento y productividad obtenidos se pueden deber a que el GRIB, no es una
fuente de carbono apropiada para la produccion de PHB en esta bacteria. Ademas
es posible que las actuales condiciones fisicoquimicas de crecimiento y
acumulacion, y las concentraciones de nutrientes en los caldos utilizados no sean
las adecuadas para la produccion de este metabolito intracelular en este

microorganismo.
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4. CONCLUSIONES

Se implementd un método de extracciéon de PHB usando SDS como agente para
la digestion y solubilizacion de la biomasa; el cual logr6 a condiciones de
temperatura, tiempo y relacion de SDS: biomasa humeda de 30°C, 180 minutos y
0.5 respectivamente, obtener una pureza maxima de 25% para el PHB producido
por Bacillus megaterium ATCC 14581 a partir de GRIB como Unica fuente de

carbono.

Se desarrollé un método de cuantificacion de PHB usando espectrofotometria UV-

VIS, mediante la medicion de la absorbancia a una longitud de onda de 235 nm.

Se confirmo la produccién de PHB mediante las espectroscopias en la region del
infrarrojo y resonancia magnética nuclear de protones, dando a conocer que las

impurezas presentes en el PHB extraido se deben a la presencia de proteinas.

Se obtuvo el mayor rendimiento y productividad (8.3 % y 0.0077 g/L*h
respectivamente) a las 12 horas de fermentacion después del fin de la etapa

exponencial.
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5. RECOMENDACIONES

e Profundizar en el estudio de la extracciéon de PHB mediante SDS, usando
métodos sonoquimicos para mejorar la digestion del material no PHB y asi

obtener mayores purezas.
e Realizar la determinacién del peso molecular del PHB producido por

Bacillus megaterium ATCC 14581 a partir de GRIB como Unica fuente de

carbono y determinar la influencia del método de extraccién con SDS en él
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ANEXO 1: LISTA DE MATERIALES, EQUIPOS Y REACTIVOS

Tabla 1.Lista de reactivos

| Reactivo | Pureza_| Fuente |

. . e Sigma-
Poli[(R)-3-hidroxibutirato] 99% Aldrich
Dodecil sulfato de sodio 95% J. T. Baker
Acido Sulfurico concentrado 95-97% Merck
Metanol 99% Merck
. Laboratorios
Glicerol USP Leon S.A

Tabla 2. Lista de equipos

= . Branson
Bano de ultrasonido (40 kHz) B3510-MTH
Schott
pHmetro Instruments
Lab 850
Shimadzu
Espectrofotometro UV-VIS modelo
2401 PC
Espectrofotometro IR con Bruker
aditamento de reflectancia total modelo
atenuada Tenso 27
. Bruker
Espectrofotometro de RMN
avance
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ANEXO 2: RESULTADOS CICTA

CENTRO DE
INVESTIGACION EN
CIENCIA Y TECNOLOGIA INFORME DE ENSAYO
DE ALIMENTOS

-CICTA-

FOITIE.O1

Version: 01

Paginalde3

INFORME DE ENSAYO

FECHA: Noviembre 27 de 2012
NOMBRE/EMPRESA: Yajaira Combariza
DIRECCION: CEIAM- UIS
TELEFONO: 6344000 Ext. 3135
CODIGO DE LA MUESTRA: M929-12
PRODUCTO: Glicerol Crudo
FECHA DE RECEPCION: Noviembre 13 de 2012

REALIZACION DEL ANALISIS:  Noviembre 26 de 2012

DESCRIPCION DEL ANALISIS:

Niumero: 905-12

1. La humedad se determind siguiendo la metodologia descrita en la Norma Técnica Colombiana 287.

2. La determinacion de nitrogeno total fue analizada por el método de Kjeldahl que consiste en

siguiendo la norma internacional AOAC 928.08 18th Edicion.

TABLA 1. RESULTADOS ANALISIS M929-12

PARAMETRO UNIDAD RESULTADO METODO DE ANALISIS
Humedad /100 g mtra 49,26 NTC287:2002
ey AOAC 928.08 18th Edicion -
Nitrégeno g/100 g mtra n.d Kieldahl

n.d No detectado

REVISO Y AUTORIZO

Janeth Aidé Perea Villamil
Quimica, MSc, Doctora en Quimica
Director(a) Técnico y administrativo

NOTA: ESTE INFORME DE RESULTADOS CORRESPONDE UNICAMENTE A LA MUESTRA ANALIZADA, NO PUEDE SER NI
PARCIAL NI TOTALMENTE REPRODUCIDO SIN LA APROBACION DEL LABORATORIO
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ANEXO 3

Figura 1. Espectro de *H-RMN del agua en CDCl; a 400 MHz

HRZ00400323TS F:pm

Fuente: http://riodb01l.ibase.aist.go.jp/sdbs/ (National Institute of Advanced
Industrial Science and Technology, 22/01/2012)
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