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RESUMEN

La presente investigacion tuvo como proposito la produccion del polimero poli (3
hidroxibutirato) empleando aceite usado de palma como materia inicial. Este aceite se
caracteriz6 mediante métodos fisico-quimicos obteniendo los siguientes resultados:
densidad (0.939g/ml), pH (5.5), viscosidad cinematica a 40 °C (200.97 mm?/s), viscosidad
dinamica a 40°C (0.1869 N*s/m?), indice de saponificacion (196.35 mgNaOH/g), indice de
acidez (1.25 mgNaOH/g), y porcentaje de humedad (0.3%). También, se realizd el proceso
de transesterificacion del aceite dando como resultado 1140ml de glicerina a la cual se le
efectud una purificacién en cuatro etapas: acidificacion (1510 ml glicerol con un pH=3),
neutralizacion (1485 ml de glicerol con un pH=7), destilacion (1276ml de glicerol), y
decoloracion (1595ml de glicerol) consiguiendo glicerol al 80.13%, mismo que se empled
como fuente de carbono en conjunto con la cepa bacteriana Bacillus megaterium para
realizar el proceso fermentativo bajo condiciones controladas (pH=7, temperatura= 35°C,
agitacion= 200rpm) obteniendo 40.30 g de biomasa seca. A partir de esta biomasa se ejecutd
la extraccion del polimero usando la metodologia de dispersion de cloroformo e hipoclorito
de sodio alcanzando 30.45¢g de poli (3 hidroxibutirato) (P3HB), que representa un 60.24%
de porcentaje de recuperacion del polimero. Este polimero se lo estructurd a un film plastico
para poder realizar la caracterizacion fisica determinando que su densidad es de 0.9156 g/ml,
es insoluble en agua, etanol, metanol y acetona, Opticamente es un plastico translucido y
mecanicamente semirrigido y flexible. Ademas, se analiz6 la degradabilidad del plastico
mediante el método de gravimetria usando la normativa LAB-GYE-ME-651 BASADO EN
COVENIN 1155 DETERMINCION DE CENIZA dando como resultado un porcentaje de
degradacion del 99.95%, es decir se degrada casi en su totalidad. Finalmente, se realiz6 un

analisis de factibilidad empleando el método costo-beneficio concluyendo que la produccion
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del poli (3 hidroxibutirato) no es factible debido a sus altos costos de produccion (1kg de

polimero a $983.96).

Palabras clave: residuo, glicerol, produccion, biopolimero, Bacillus megaterium,

polihidroxibutirato.
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ABSTRACT

The purpose of this research was the production of the poly (3 hydroxybutyrate) polymer
using used palm oil as starting material. This oil was characterized by physical-chemical
methods obtaining the following results: density (0.939¢g / ml), pH (5.5), kinematic viscosity
at 40 °C (200.97 mmz2 / s), dynamic viscosity at 40 ° C (0.1869 N * s / m2), saponification
index (196.35 mgNaOH / g), acid index (1.25 mgNaOH / g), and humidity percentage
(0.3%). Also, the oil transesterification process was carried out, resulting in 1140 ml of
glycerin, which was purified in four stages: acidification (1510 ml glycerol with a pH = 3),
neutralization (1485 ml of glycerol with a pH = 7), distillation (1276ml of glycerol), and
decolorization (1595ml of glycerol) obtaining glycerol at 80.13%, which was used as a
carbon source in conjunction with the bacterial strain Bacillus megaterium to carry out the
fermentation process under controlled conditions (pH = 7, temperature = 35 ° C, stirring =
200rpm) obtaining 40.30 g of dry biomass. From this biomass, the extraction of the polymer
was carried out using the chloroform and sodium hypochlorite dispersion methodology,
reaching 30.45¢g of poly (3 hydroxybutyrate) (P3HB), which represents a 60.24% recovery
percentage of the polymer. This polymer was structured into a plastic film to be able to carry
out the physical characterization, determining that its density is 0.9156 g / ml, it is insoluble
in water, ethanol, methanol and acetone, optically it is a translucent and mechanically semi-
rigid and flexible plastic. In addition, the degradability of the plastic was analyzed by the
gravimetry method using the standard LAB-GYE-ME-651 BASED ON COVENIN 1155
DETERMINATION OF ASH, resulting in a degradation percentage of 99.95%, that is, it
degrades almost entirely. Finally, a feasibility analysis was carried out using the cost-benefit
method, concluding that the production of poly (3 hydroxybutyrate) is not feasible due to its

high production costs (1kg of polymer at $ 983.96).
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Keywords: residue, glycerol, production, biopolymer, Bacillus megaterium,

polyhydroxybutyrate.
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1 CAPITULO: INTRODUCCION

1.1 Problemética

En la actualidad, la contaminacion es un problema que se vive a diario a nivel mundial.
Gran parte de los factores que contribuyen a esta es la mala utilizacion de los plasticos
sintéticos debido a su lenta descomposicion en los ecosistemas, los cuales han logrado causar
a través de los afios un deterioro notable al medio ambiente y que van en aumento tanto en
paises desarrollados o en vias de desarrollo. Es por eso que frente a dicho problema es
necesario la utilizacion de nuevas tecnologias y mecanismos para la creacion de nuevos
materiales que den la oportunidad a residuos de sustancias como el aceite usado de palma,
como fuente de carbono para la creacion de glicerol que al entrar en contacto con
microorganismos como Bacillus Megaterium es capaz de almacenar dentro de su citoplasma
poliésteres, dando lugar a un nuevo biopolimero denominado P3HB, el cual posee
caracteristicas fisicas similares a un plastico sintético con la diferencia de que este es

completamente biodegradable.

Por tal motivo, este proyecto estd basado principalmente en el analisis y reutilizacion de
aceite de palma usado en el proceso de fritura con la finalidad de que a través del proceso de
transesterificacion se pueda obtener el subproducto glicerol que sera utilizado como fuente
de carbono para producir el biopolimero, polihidroxibutirato (PHB), que en un futuro se
puede presentar como una de las alternativas sostenibles en la disminucion de la

contaminacion.

1.2 Antecedentes
Como es de conocimiento general, el plastico es la tercera aplicacion méas extendida del
petréleo después de la energia y el transporte. Los plasticos derivados del petrdleo llamados

también polimeros sintéticos por su creciente consumo generan una fuente significativa de



contaminacion ya que estos no son biodegradables convirtiéndose en una problematica
ambiental de gran importancia. Por tal motivo se ve necesaria la idea de crear un biopolimero

que pueda sustituir a los plasticos derivados del petroleo.

Estos biopolimeros se pueden producir mediante varios microorganismos. En 1927 se
reportd que algunas bacteria del género Bacillus debido a la fermentacion son capaces de
producir bioplasticos (Jimenez Lopez Jimmy Andres, 2011) y es por este motivo que los
biopolimeros se los Ilama de manera genérica polihidroxialcanoatos (PHA). Actualmente,
los biopolimeros polihidroxibutirato (PHB) y polihidroxibutirato-co-hidroxivalerato
P(3HBco3HV) se producen a escala comercial. (Gonzéalez Garcia, Meza Contsrerass,

Gonzélez Reynoso, & Cérdova Lopez, 2013, p.78)

En la ilustracion 1 se observa la estructura del poli (3hidroxibutirato) (C4HsO2)n que es
un biopoliéster de la familia de los polihidroxialcanoatos (PHAS). Es un biopolimero que ha
cobrado gran importancia en el campo de la industria durante los ultimos afios por sus
propiedades fisico-quimicas y ha sido considerado como posible sustituto de plasticos
derivados del petréleo como, el polietileno y el polipropileno, pero sus altos costos de
produccion los hacen en la actualidad poco competitivos. Los costos de produccion de estos
biopolimeros dependen principalmente de la materia prima (sustratos utilizados) y del

consumo energético.(Jimenez Lopez Jimmy Andres, 2011)

CH; O

L O HC —— CH.C

n

Iustracion 1 Estructura del (C4aHsO2)n Poli (3hidroxibutirato).
Fuente: (MS. Gezira de Avila, 2014)



Actualmente, para la obtencion de este biopolimero (polihidroxibutirato) hay diversas
formas. Una de ellas es a partir el subproducto glicerol proveniente principalmente de la
transesterificacion de aceites usados de palma. Aunque este compuesto en estado puro es
utilizado en diversas industrias tales como: la farmacéutica, la alimenticia, la cosmética, etc.
La sobreproduccion acoplada a la produccion de biodiesel hace que la oferta de glicerol sea

mayor que la demanda. (Ramos F; Estrada V; Marcelo A; Villar M y Diaz M, 2014)

1.3 Justificacion

En la actualidad, la mala gestién de los aceites usados es un grave problema ambiental
debido a que contiene caracteristicas toxicas, baja biodegradabilidad, tienden a
bioacumularse, y cada vez es mas su volumen de produccion. Estos suelen ser liberados a
los cuerpos de agua, suelo o inclusive quemados hacia la atmdsfera sin un tratamiento previo,

lo que produce efectos nocivos en la salud humana y en los ecosistemas.

El aceite de palma presenta diferentes alteraciones ambientales debido a que sus extensas
plantaciones pueden resultar agresivas para el suelo en el que son cultivadas y al mismo

tiempo se puede ocasionar incendios que exterminan flora y fauna.

Segun los datos de ETAPA, al momento el Programa recolecta aproximadamente 40.000
galones de aceite usado por mes, los cuales se envian a la Fundacion ECOTECNO adscrita
a HOLCIM, en donde se realiza una destruccion térmica de los desechos con el aval de la
Entidad Ambiental de Control local y regional. Este valor equivale a recolectar el 57 % del

aceite que se genera en el canton de Cuenca.

Otro de los problemas que afecta al medioambiente es el uso excesivo del plastico ya que
este es realizado a partir del petréleo y no es de facil degradacion. Ademas, actla como un

iman de sustancias toxicas como el DDT o los PCB. Esta contaminacién ha aumentado un



190% llegando al mar y matando a mas de un millén de aves marinas y unos 100.000

mamiferos y tortugas marinas cada afio.

Por este motivo se ha propuesto desarrollar el polihidroxibutirato, que es un tipo de
plastico biodegradable y amigable con el medio ambiente. Ademas, se estaria empleando
una materia prima que procede de la transesterificacion de aceites usados para la produccion
de biodiesel. Este subproducto es el glicerol que es otra problematica ya que en produccion
a gran escala del biodiesel se produce este residuo y no saben como emplearlo. Por esta
razon se han hecho estudios en los que se puede emplear el glicerol como materia prima para
sintetizar otros productos amigables con el ambiente tales como: 1,3-propanodiol, n-butanol,
2,3-butanodiol, &cido citrico, acidos docosahexaenoico (DHA), y eicosapentaenoico (EPA),
lipidos y polihidroxialcanoatos (PHA). Esto se puede realizar mediante procesos
fermentativos empleando bacterias, hongos o microalgas que utilizan este producto como
fuente Unica o complementaria de carbono. Estas sintesis pueden ser empleadas en
condiciones aerdbicas, anaerdbicas o condiciones de microaerofilia (atmosferas con un 5 %

de oxigeno y entre 5y 10 % de didxido de carbono). (Lafuente Aranda, 2017)

1.4  Objetivos
1.4.1 Objetivo General
Obtener polihidroxibutirato (PHB) a partir del subproducto glicerol procedente de

la transformacion de aceites usados de palma a biodiesel.

1.4.2 Objetivos Especificos
e Analizar las caracteristicas fisico-quimicas del aceite de la palma.
e Obtener el subproducto glicerol por medio de la transesterificacion de aceites usados
de palma.

e Purificar el glicerol obtenido en el proceso anterior por acidificacion y destilacion.



e Fermentar el glicerol mediante la bacteria Bacillus megaterium para la obtencién
del PHB.

e Analizar las caracteristicas fisicas y degradabilidad del PHB

e Realizar un andlisis estadistico del producto obtenido.

e Realizar una propuesta de factibilidad en la produccién del PHB.

1.5 Aceite de palma

La palma africana (Elaeis guineensis) es una especie que pertenece a la familia
Arecaceae. El fruto de la palma es una drupa de cuyo mesocarpio se extrae del 40 al 50% de
aceite. Esta especie botanica es la mas cultivada para la extraccidn de aceites comestibles
debido a su mejor rendimiento y bajos costos de produccion. (Diaz Quishpe Miryam Lorena,

2016)

1.6 Produccion de aceite de palma en Ecuador

Las primeras siembras realizadas en el Ecuador comenzaron en La Concordia ubicada en
la provincia de Santo Domingo de los Tsachilas. De este lugar empezé a expandirse a la
provincia de Esmeraldas (Quinindé y Las Golondrinas) y Los Rios (Luz de América, Patricia
Pilar, Buena Fe, Quevedo). Por Gltimo se ha destinado la provincias de Orellana, Sucumbios
y San Lorenzo (érea fronteriza con Colombia) para el desarrollo de este cultivo.(Diaz

Quishpe Miryam Lorena, 2016)

En medio de sus vecinos mas grandes, Colombia y Peru, el pequefio pais, Ecuador, ha
elegido al aceite de palma como su aceite vegetal preferido y en los Gltimos tiempos como
un posible biocombustible debido a que en la actualidad Ecuador ocupa el segundo lugar en
Latinoamérica después de Colombia en la produccién de aceite crudo de palma y es el

séptimo productor a nivel mundial. (Potter, 2010)



El aceite de palma se extrae del mesocarpio del fruto de la semilla de la palma africana
Elaeis guineensis a través de procedimientos mecanicos. Esta constituido por una mezcla de
ésteres de glicerol (tri-glicéridos) y es fuente natural de carotenos y vitamina E. Gracias a
su versatilidad dada por su composicion de &cidos grasos saturados e insaturados y su aporte
nutricional, el aceite de palma y las fracciones liquida (oleina) y solida (estearina) son
empleadas en la elaboracidén de mezclas de aceites y margarinas para mesa y cocina, grasas
de reposteria y confiteria, entre otras. (Rincon & Martinez, 2009).

El Ecuador ocupa el segundo lugar en Latinoamérica en la produccion de aceite crudo de
palma y es el séptimo productor a nivel mundial, produciendo aproximadamente 480.000
toneladas anualmente de las cuales el consumo en el pais es de 240.000 toneladas. (Potter,

2010)

1.6.1 Reutilizacion de aceites de palma
Para la reutilizacion del aceite de palma se toma en cuenta dos aspectos ambientales: la
explotacion mundial del aceite de palma como insumo renovable y la contaminacion por el

aceite de fritura desechado de grandes industrias y hogares ecuatorianos.

De acuerdo con datos de la compafiia quitefia Arc y Pieper se desechan 54 millones de
litros de aceites usados al afio en el Ecuador. EI 70% (9,45 millones de galones) corresponde
a uso domeéstico y el resto (4,05 millones) al sector automotor e industrial. (EI Comercio,
2018) Este sistema de reutilizacion de aceites usados ( segin ETAPA EP, 2021 Cuenca
recolecta aproximadamente 40.000 galones de aceite usado por mes; los cuales se envian a
la Fundacion ECOTECNO adscrita a HOLCIM, que utiliza el aceite mineral usado en
produccién de cemento y en co-procesamiento de desecho, en donde se realiza una
destruccion térmica de los desechos con el aval de la Entidad Ambiental de Control local y
regional) ayuda a solucionar el dafio del suelo producido por la siembra de la palma debido

a los importantes dafios ambientales que ocasionan. (Maria & Alvarez, 2015). Segin la FAO



a lo largo del tiempo ha estudiado las ventajas y desventajas de estas plantaciones en el
mundo, evidenciando que prevalecen los efectos negativos como: pérdida de biodiversidad,
incremento del cambio climéatico y contaminacion del aire, destruccion y deterioro de
habitats naturales, erosion y pérdida del suelo para préximas plantaciones.(Guido Reinhardt,

2010)

1.6.2 Propiedades fisicoquimicas del aceite de palma

El aceite de palma contiene 49.3% de acidos grasos saturados, 37% de &cidos grasos
monoinsaturados, y 9.3% de acidos grasos poliinsaturados, lo cual lo hace muy estable y
poco oxidable. Es solido o semisélido a temperatura ambiente y tiene un sabor suave. Por
fraccionamiento del aceite de palma se obtiene la oleina de palma (liquido) y la estearina de

palma (sélido).(Catalina, 2013)

Las caracteristicas fisicoquimicas principales del aceite crudo y refinado de palma se

describen en la tabla 1 de acuerdo con la normativa nacional e internacional.

Tabla 1 Propiedades fisico quimicas del aceite de palma.

Parametro Aceite de palma Normativa
Densidad 0,891 -0,914 NTE INEN 1640
Viscosidad dindmica 37.8Cp -

: NTE INEN
0,
Porcentaje de Humedad 0,5% 1640

Minimo: 180mgNaOH/g
indice de NTE INEN
Saponificacion Maximo:270 1640
mgNaOH/g




NTE INEN

indice de Acidez 0,2mgNaOH/g 1640

Fuente: (Serna & Betancourt, 2015)

1.7 Transesterificacion de aceites usados

La esterificacion o transesterificacion de aceites genera grandes beneficios fomentando un
desarrollo sostenible debido a que es un combustible renovable de baja toxicidad, es decir,
amigable con el ambiente y adecuado para reemplazar el diésel proveniente de combustibles

fosiles no renovables como  es el petrdleo. (Marcela, 2006)

En la ilustracion 2 se observa el proceso de transesterificacion el cual consiste en
reemplazar el glicerol por un alcohol simple (metanol o etanol) para producir ésteres
metilicos o etilicos de &cidos grasos. Este proceso permite disminuir la viscosidad del aceite,
la cual es principalmente ocasionada por la presencia de glicerina en la molécula. La alta
viscosidad del aceite impide su uso directo en motores a diésel, la cual se supera mediante
el proceso de transesterificacion. Para lograr esta reaccion se requiere de temperaturas que
oscilan entre 40 y 60°C, asi como la presencia de un catalizador que puede ser la sosa 0

potasa caustica (NaOH o KOH) respectivamente. (Saavedra, 2008)

En la reaccion de transesterificacion de un aceite o grasa animal, los triglicéridos
reaccionan con un alcohol (metanol o etanol) produciendo ésteres (biodiesel) y glicerina.
Para que la reaccién transcurra a una velocidad adecuada es necesaria la presencia de un

catalizador en el medio.



0 I
H:C —0—C —Ry HC —0—C—R; H:C — OH

0
Catalizador |
HC—0—C—R; + 3R—OH «— HC—-—0—-C—R + HC—OH

0
I

| 0
H.C—O0—C—Rs H:C—0—C—Rs H.C — OH
Triglicéridos Alcohol Biodiesel Glicerina
(Esteres metilicos de 4cidos grasos) (1,2,3-propanotriol)

lustracion 2 Reaccion de transesterificacion del aceite.
Fuente: (Pardal, 2012)
1.7.1 Biodiesel como producto de la transesterificacion
El biodiesel corresponde a un combustible renovable derivado de lipidos naturales como
aceites vegetales o grasas animales obtenido a través de un proceso industrial simple de

transesterificacion del aceite vegetal o animal. (Tejeda & Monroy, 2013)

1.7.2 Glicerina como subproducto de la transesterificacion

La glicerina o glicerol se encuentra formando parte de los aceites y grasas vegetales y
animales. En la actualidad, el precio del glicerol ha descendido considerablemente debido a
su excedente como resultado de la produccion de biodiesel y de la industria oleoquimica.

(Lafuente Aranda, 2017)

1.8 Purificacion de la glicerina
La purificacion de la glicerina se realiza en cuatro etapas: acidificacion, neutralizacion,

destilacion y decoloracion.

Acidificacion o adicion con acido clorhidrico (HCI).- En la acidificacion se precalienta

la muestra y se mezcla con una solucién de HCL 1N hasta llegar a un pH=3 para eliminar
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sales, jabones y grasas, facilitando las sucesivas operaciones de separacion del glicerol de la

fase de metiléster.(Romero et al., 2012)

Neutralizacion.- La fase de glicerol se neutraliza hasta pH=7 con una solucion de
hidroxido de sodio para eliminar los acidos grasos que quedan disueltos en la

misma.(Romero et al., 2012)

La destilacidn. - Es el método mas comdnmente utilizado para purificar la glicerina. Esta
metodologia produce glicerina de alta pureza y con altos rendimientos sin embargo, la
destilacion de la glicerina es un proceso de alto consumo energético debido a su alta
capacidad calorifica, lo que demanda un alto suministro de energia para su

vaporizacion.(Alexander Posada-Duque & Ariel Cardona-Alzate, 2010)

Decoloracion. - Como etapa final del proceso, el glicerol purificado se decolora con
carbon activado, perdxido de hidrogeno, bentonitas y otros. La glicerina purificada pasa de
color marrén claro y aspecto cristalino hasta lograr un tenue color &mbar y de aspecto

cristalino brilloso.(Romero et al., 2012)

1.8.1 Biotransformaciones del glicerol

Biotransformacion. - Suma de reacciones bioquimicas que operan sobre un XB
(xenobidtico) a cargo de los sistemas enzimaticos de un organismo. Seré pues el proceso de
transformaciones metabdlicas que sufre un XB a lo largo de su paso por un organismo. Este
ha sido el proceso mas estudiado para muchos xenobidticos en diferentes tipos de

organismos (fundamentalmente microrganismos). (Fern & Cabez, 2017)

Las células vivas pueden llevar a cabo reacciones favorables termodinamicamente en
condiciones de concentracion, temperatura, pH, y presion que difieren grandemente de las
empleadas por el quimico organico. La clave de este fendmeno reside en que virtualmente

todos los procesos intracelulares estan catalizados por enzimas.(Pilar, 2004)
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1.9 Produccion del polihidroxibutirato

1.9.1 Polihidroxialcanoatos PHA

Los PHAs son cominmente producidos por bacterias y son polimeros semicristalinos con
un grado de cristalinidad 60 a 80 % sin embargo, en el citoplasma celular estos poliésteres
son amorfos. Al momento de extraer el polimero una vez que las células son rotas ocurre un
cambio répido en la morfologia del polimero pasando de amorfo a cristalino. Esto implica
que los granulos del polimero en el interior de la célula son muy pequefios y que la

probabilidad de nucleacion conlleva a una cristalizacion. (Alexandra et al., 2012)

Los biopolimeros o polihidroxialcanoatos (PHA) son considerados una muy buena opcion
para reemplazar a los polimeros sintéticos que al ser obtenidos mediante la metabolizacion
de microorganismos con sustratos de bajo costo econémico y de fuentes reutilizables tienen
caracteristicas fisicas similares a las de los pléasticos que ya se encuentran en el mercado

(polipropileno y polietileno).(Ana Carolina Lemos Delgado & Alexis Mina Cordoba,2015)

1.9.1.1 Polihidroxibutirato PHB

El poli (3- hidroxibutirato) (P3HB o PHB) es uno de los PHA méas comunes y conocidos,
es quebradizo y rigido sin embargo, tienen propiedades mecanicas que lo asemejan al
polipropileno con la discrepancia de que este polimero es biodegradable.(Ramirez &

Sanchez, 2019)

El poli (3-hidroxibutirato) con formula molecular (C4sHsO2)n (Ver ilustracion 1) es un
termopléastico que puede ser obtenido mediante diferentes técnicas (extrusion e inyeccion).
Tiene el punto de fusion de 180 °C y se lo pude usar con temperaturas que van desde -30 °C
hasta 120°C. Se lo emplea para empaque de productos, cosas de aseo personal y

otros.(Alvarez, 2015)
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Los microorganismos mas empleados para la produccion del polihidroxibutirato son las
bacterias como: Cupriavidus necator y Bacillus megaterium cultivadas en condiciones de
estrés nutricional o Escherichia coli recombinante y Alcaligenes latus que producen y

acumulan PHB para poder crecer.(Labeaga, 2018)

Una de los beneficios de trabajar con la cepa bacteriana Bacillus megaterium segin la
literatura expuesta anteriormente, radica en que tienen la capacidad de poder sintetizar co-
polimeros de manera natural (sin adicion de sustratos precursores) (Gonzales Gutiérrez,
2008) ya que al ser microorganismos gram positivos no poseen lipo-polisacaridos (LPS) por
lo que son méas convenientes para la produccion y analisis del PHB. (Ramirez & Sanchez,

2019)

1.9.1.2 Propiedades fisico-quimicas del poli (3-hidroxibutirato) P3HB
Segun (Ramirez & Séanchez, 2019) el polihidroxibutirato es un material termoplastico
semicristalino y es un biopolimero con mayor punto de fusién. Tiene varias propiedades

térmicas y mecanicas que se pueden observar a continuacion en la siguiente tabla 2.

Tabla 2 Propiedades térmicas y mecénicas del polihidroxibutirato.

Propiedades Valor
Temperatura de fusién 179 °C
Temperatura de transicion 4°C
Maodulo de Young 3.5 GPa
Fuerza tensil 40 MPa
Elongacion 5%
Cristalinidad 50%

Fuente: (Gonzélez Garcia et al., 2013)
1.9.2 Microorganismos (bacterias) productores de polihidroxibutirato PHB
Existen mas de 250 microorganismos productores naturales de PHB, pero las principales

limitaciones de las bacterias respecto a la produccion natural de PHB a escala industrial son:
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el complicado deterioro de las células para liberacion de moléculas (lisis) para la extraccion
final del polimero, una baja densidad celular y un excesivo tiempo en alcanzar la méxima
densidad. Ademas, para abaratar los costos de produccion surge la necesidad de utilizar
como sustratos o materia prima simple y/o barata, reutilizar los residuos de otras industrias.

(Verlinden, Hill, Kenward, Williams, & Radecka, 2007)

Las bacterias utilizadas para la produccion de PHA pueden ser divididas en dos grupos
basados en las 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 0 Sy exceso de fuente de carbono. El segundo grupo se refiere a bacterias que no
necesitan limitacion de nutrientes y acumulan PHA durante su crecimiento.(Yanez Diaz,

2013)

Actualmente, la produccion de PHB es liderada por bacterias Gram negativas como
Cupriavidus necator (Chen, 2009) sin embargo, estos microrganismos contienen en su
membrana exterior endotoxinas pirdgenas de tipo lipopolisacaridos (LPS) que comlUnmente
se co-purifican junto con los PHB. Los LPS pueden causar reacciones inmunolégicas
haciendo que el PHB producido por bacterias Gram negativas sean indeseables para su
utilizacion en el campo biomédico. Por otra parte, las bacterias Gram positivas como el
género Bacillus no contienen LPS en su membrana, tienen un rapido crecimiento en sustratos
econdémicos, toleran altas temperaturas, tienen altas presiones osmoticas y han sido

utilizados para la produccion industrial de PHB (Valappil, Boccaccini, Bucke, & Roy, 2007).

1.9.2.1 Biosintesis de PHA en microorganismos
En la ilustracion 3 se observa la ruta general de sintesis de polihidroxibutirato (PHB) a
partir acetil-CoA el cual se puede dividir en tres etapas: 1) Condensacion de dos moléculas

de tioésteres catalizado por su respectiva enzima ketiolasa, 2) Reduccién del Acetoacetil-
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CoA al monémero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por la enzima acetoacetil-CoA
reductasa, 3) Polimerizacion del mondémero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por la

enzima PHA sintetasa la cual es codificada con el gen phaC.

1. Condensacion de dos moléculas de tioésteres catalizado por su respectiva enzima

ketiolasa.
El tioéster es | § | La enzima B- Cuanfiq el sustrato es | 5 | Dos moléculas de
el Acetil- | £ | ketotiolasa y un. acido graso el | 8 | estos compuestos que
CoA S codifica el [ tioéster producido es son condensadas a
o gen phaA el S-3-hidroxibutiril- Acetoacetil-CoA
CoA con el gen phaA

2. Reduccion del Acetoacetil-CoA al monémero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por

la enzima acetoacetil-CoA reductasa

15 Enzima acetoacetil- é
Acetoacetil- & CG-P_'L reductasa y 8 Monomero  (R)-3-
CoA — codificada el gen *| hidroxibutiril-CoA
phaB v depende de
NDPH

3. Polimerizacion del monémero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por la enzima PHA

sintetasa, la cual es codificada con el gen phaC

R : . =
(R)-3- = Enzima enzima PHA g
hidroxibuti S sintetasa y codificada F PHB
] >
ril-CoA el gen con el gen phaC

Se distinguen tres clases de PHA: 1) PHA scl “short chain length” o “longitud de cadena
corta”, 2) PHA mcl “médium chain length” o “longitud de cadena media” y 3) PHA Icl “long
chain length” o “longitud de cadena larga” donde la cadena lateral alquilica variade 1 a 14

carbonos de acuerdo con las especificaciones del sustrato a emplear (fuente de carbono) y
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las estructuras primarias del microorganismo. (Ana Carolina Lemos Delgado & Alexis Mina

Cordoba, 2015)

ETAPA1
Hscj\S"Co A Hscj\s-cO A
Acetyl-CoA Acetyl-CoA

HS=CoA

ETAPA 2 H&j\/ﬂ\s—&n‘\

Acetoacetyl-CoA
NADPH + H'
K NADPY
H:;Cus—( OA

(R)-3-Hydroxybutyryl-CoA

e
A4

Poly(3HB)

ETAPA3

lustracién 3 Ruta general de sintesis de polihidroxibutirato (PHB) a partir acetil-CoA.

Fuente: (Tanadchangsaeng & Yu, 2012)

1.9.3 Microorganismo empleado para la produccion de PHB
1.9.3.1 Bacillus megaterium
B. Megaterium es un microorganismo que puede metabolizar el glicerol y tomarlo como

fuente de carbono para poder vivir obteniendo a momento de su deterioro el
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polihidroxibutirato PHB. Ademaés, la bacteria Bacillus megaterium es un bacilo Gram
positivo, aerobio, esporulado y en ocasiones se agrupa en cadenas cortas. Esta bacteria se
encuentra comdnmente en suelos y tiene una gran variedad de usos en la industria entre los
que sobresalen la produccion de enzimas como la a y  -amilasa y la sintesis de compuestos
como las ciclodextrinas. A méas de su uso como probiotico acuatico este microrganismo ha

sido identificado como productor de PHB (L6pez et al., 2012)

Debido a las enzimas que poseen todos los microorganismos gram positivos Yy
sumandole las enzimas que tiene esta cepa bacteriana se convierte en un organismo muy
versatil  ofreciendo una gran facultad de supervivencia en diversos medios de

cultivo.(Gustavo, 2005)

Esta cepa bacteriana B. megaterium se viene usando en varios procesos industriales
debido a que puede crecer en diferentes medios y puede cambiar muy facilmente su material
genético para incrementar su produccion. No es un organismo patogeno y tiene la facultad
de producir poli (3-hidroxibutirato) (P3HB) en condiciones limitantes de nitrégeno, fosfatos,

azufre o potasio. (Gustavo, 2005)

El compuesto de reserva mas importante en esta especie es el poli (3-hidroxibutirato)

(PHB) que se acumula en condiciones limitantes de nitrogeno, fosfatos, azufre o potasio.

De todas las bacterias Gram positivas, el género Bacillus sp., a mas de tener la capacidad
de acumular PHB puede hacerlo a partir de fuentes de carbono simple como glicerol. El
inconveniente respecto a este tipo de microorganismos es la implementacién industrial
debido a la formacidn de esporas, cualidad que poseen cuando se encuentran en condiciones
de cultivo desfavorables, las mismas que estimulan la formacion de PHAs intracelulares en

esta cepa.(Ramos F; Estrada V; Marcelo A; Villar M y Diaz M, 2014)
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1.9.4 Proceso fermentativo

La fermentacién es un proceso metabdlico llevado a cabo por microorganismos bajo
condiciones aerdbicas y anaerobias obteniendo una fuente de energia, la cual potencia el
crecimiento de la biomasa, sintetiza y acumula el biopolimero (Bailon Neira, 2012)
mediante factores como: la temperatura, pH, sustrato y medio de crecimiento con el fin de
aumentar los rendimientos en el proceso de fermentacién. La estrategia de alimentacion es
muy importante para obtener una alta densidad celular y una alta produccion de PHB.

(Alvarez-da Silva, 2016)

1.9.5 Extracciony purificacion de PHB
La extraccion y purificacion del biopolimero son muy importantes en el proceso, ya que

de eso depende el costo final del producto en el mercado.

Primeramente, se inicia separando las células bacterianas del medio de cultivo usado en
la fermentacion. Para esto se pueden usar diferentes procesos tales como: filtracion o
centrifugacion. Luego, se seca la biomasa obtenida mediante un tratamiento térmico o un
proceso de liofilizacion. Seguido, se extrae el polimero de la matriz celular, se separa el
polimero de la biomasa no polimérica y se retira los residuos de lipidos y otros metabolitos

secundarios producidos en la fermentacion. (Ramos Farf, 2019)

Para lograr este proceso, por lo general se combinan diferentes técnicas de purificacion
gue combinan la purificacion con solventes organicos polares, la extraccion con solventes,
la digestion quimica de la biomasa, los métodos mecanicos para la lisis celular y los métodos

enzimaticos entre otros. (Ramos Farf, 2019)

La seleccion de los métodos de purificacion depende de varios factores: la cepa
microbiana, el tipo de PHA producido, la carga intracelular de PHA, la pureza requerida del

producto la cudl es determinada por la aplicacion final que se le va a dar a este, la disposicion
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final de los productos quimicos usados en el proceso como los solventes y el impacto del

método de purificacion en la calidad del polimero.

En la tabla 3 se hace una descripcion de los principales métodos de extraccion y
purificacion usados para el tratamiento de los PHAs producidos mediante fermentaciones

bacterianas.

Tabla 3 Métodos de extraccion y purificacion.

Meétodo Tipo de solventes Descripcion

Disolventes de hidrocarburos clorados
como cloroformo, 1,2-dicloroetano,
cloruro de metileno o algunos carbonatos
ciclicos como carbonatos de propileno y

El uso de disolventes destruye la
morfologia natural de los
granulos de PHA que es util en

etileno. . —
ciertas aplicaciones como la
(5 . . -, .
= Los dioles (1,2-propanodiol:  produccién de fibras fuertes. Pero
[<5] -, R
= recuperacion 79%, pureza 99,1%, contrario de algunos otros
(@] , .
2 140°C). métodos de recuperacion la
2 Trioles acetalizados (glicerol formal: extraccion con solvente no
& recuperacion  85%, pureza 99,7%, degrada el polimero y puede ser
b= pye .
X 120°C) atil para algunas aplicaciones
. [ . . - médicas mediante la eliminacion
Esteres de &cido di- o tricarboxilico .
. o L de endotoxinas que se pueden
(succinato de dietilo: recuperacion 90%, .
o encontrar en bacterias Gram
pureza 100%, 110 ° C) .
negativas.
Butirolactona  (recuperacion  90%,
pureza 99,5%, 110 - C).
Los tensioactivos como el
S dodecilsulfato de sodio ani6nico
2 (SDS), alteran las células
-_? incorporandose a la membrana de
g Digestion por tensioactivos. la bicapa lipidica. La ventaja de
8 este método proviene del hecho
S de que los tensioactivos lisan las
@ 7 - 7
S células sin degradar los granulos

de polimero.
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Digestion por hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio causa una
degradacion severa de P (3HB)
que resulta en una reduccion del
50% en el peso molecular.

Digestion o dispersion por hipoclorito de

sodio y cloroformo.

Al usar este método la
degradacion del polimero se
reduce significativamente. Se

sugiri6  que el cloroformo
disuelve  inmediatamente el
P(3HB) liberado  por el

tratamiento con hipoclorito y, por
lo tanto protege al polimero de la
degradacion  obteniendo una
pureza > 97% Yy recuperacion 98
al 99%

Digestidn de surfactante-hipoclorito.

Pureza del 98% y una
recuperacion del 86,6%. Las
ventajas de este método son su
bajo costo operativo y su
degradacion limitada de PHA,

Digestion de quelato-tensioactivo.

Pureza del 98,7% y un
rendimiento de recuperacion del
93,3% alta calidad de producto y
baja contaminacién ambiental, se
produce un gran volumen de
aguas residuales durante la
recuperacion.

Tratamiento
hidrégeno.

quelato-perdxido

de

Tratamiento en un copolimero de
poli-3-hidroxibutirato  /  3-
hidroxivalerato, pureza  del
99,5%.

Disolucién selectiva de la masa celular

que no es PHA por protones.

Los resultados son los siguientes:
P (3HB) pureza: 97,9% en peso y
recuperacion: 98,7% en peso.

Digestion enzimatica

el uso de enzimas conduce a
buenos niveles de recuperacion,
su alto costo es un gran
inconveniente en esta tecnologia.
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Interrupcion del molino de perlas

El molino de perlas consta de una
camara de trituracion cilindrica
vertical que tiene un cilindro
concéntrico con rotor de
velocidad variable para
agitacion. Se puede lograr una
interrupcion completa en ocho
pasadas también mostré que el
didmetro de las perlas de
molienda no afecta la tasa de
rotura, pero la tasa depende en
gran medida de la carga de perlas.

3 La homogeneizacion a alta
~§ presion (HPH) es uno de los
£ métodos méas conocidos para la
S Homogeneizacion a alta presion disrupcion celular a gran escala.
g El rendimiento del
g homogeneizador depende de la
*aé concentracion de biomasa.
Este método se llevd a cabo en la
extraccion de PHA. Se establecio
. . un modelo tedrico que vincula la
Interrupcion  mediante el wuso de . : .
ultrasonidos fraccion  de .superwyenua
celular, la potencia acustica, el
indice de alteracion del tamafio y
el tiempo de operacion.
Se alcanzd una pureza del 98,5%
. . . o (p / p) y una recuperacion de P
Centrifugacion y tratamiento quimico (3HB) del 80% con un total de
tres etapas de centrifugacion.
o Los fluidos supercriticos tienen propiedades fisicoquimicas Unicas, como
o ;5 __ altas densidades y bajas viscosidades, que los hacen adecuados, capaces
% S & como disolventes de extraccion. La recuperacion obtenido mediante el uso
o ;-’. ~  de CO supercritico (SC) 2 es bastante similar a la recuperacion obtenida por
@ otros meétodos: 89%.
{ -
'§ é ‘—35 El producto final consistio en 94% de P (3HB), 2% de proteina y 4% de masa
T D i i
& § ; residual no proteica.
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Clasificacion de

aire

Las primeras células se tratan con un sonicador ultrasonico para crear una
suspension de granulos de polimero. Luego, la suspension se liofiliza y se
pulveriza, se clasifica al aire para producir una fraccion fina del 38% y una
fraccion gruesa del 62%. A continuacion, la fraccion fina se somete a
extraccion con cloroformo seguida de precipitacion con metanol para
producir particulas de P (3HB) que tienen una pureza de aproximadamente
el 95% o superior y un rendimiento de aproximadamente el 85% o superior.

Flotacion por aire

disuelto

Esta flotacion estd controlada por una interaccién de las interacciones
particula-particula, interacciones particula-burbuja e hidrodindmica que
conduce a la formacién de agregados. Para controlar estas interacciones, se
deben tener en cuenta las propiedades de las particulas como el tamafio de
las particulas, la hidrofobicidad y la carga superficial (potencial zeta). Se
obtuvo una pureza del 86% (p / p) para PHA en tres pasos consecutivos de
flotacion por lotes.

Liberacion
expontanea

Estos experimentos indicaron que podria ser posible el uso de un proceso de
purificacion mas simple, como el centrifugado / lavado en un solo paso con
agua destilada.

Fuente: (Jacquel, Lo, Wei, Wu, & Wang, 2008)
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2 CAPITULO: MATERIALES Y METODOS

Para la obtencion del PHB a partir del Glicerol como subproducto de la sintesis de
biodiesel se utiliz6 como materia prima el aceite de palma usado suministrado por la micro
empresa “Secos Mamita Michi” ubicada en la Ciudad de Cuenca al cual se realizo diferentes

pruebas fisico-quimicas para analizar sus propiedades.

2.1 Caracterizacion fisicoquimica del aceite de palma usado

Para la caracterizacion fisicoquimica del aceite de palma se analizaron las siguientes
variables: Absorbancia, densidad, viscosidad cinemaética, indice de saponificacion, indice de
acidez; pH y porcentaje de humedad para comparar los resultados obtenidos con los valores

establecidos en las diferentes normativas las cuales estan descritas a continuacion.

2.1.1 pH
Se define como una medida que expresa el grado de acidez o basicidad de una solucion
en una escala que varia entre 0 y 14. Se considera que una solucién es acida cuando el pH

<7, solucion bésica cuando el pH > 7 y solucion neutra cuando pH=7.(Goyenola, 2007)

Para realizar este procedimiento se utiliz6 tiras para medir el pH del aceite de palma

usado. (Ver ilustracion 4)

llustracién 4 Medicidn con tiras de pH.

Fuente: Autores.
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2.1.2 Densidad

La densidad es una propiedad de la materia que se define como la masa divida por unidad
de volumen. Se dice que la densidad es una medida que en el caso de los aceites es constante
cuando este se encuentra puro y fresco, pero puede cambiar cuando este es tratado o por el

tiempo que tenga.(OILM, 2011)

Para este procedimiento se utiliz6 como normativa la NTE INEN 2421 en la cual se
establece los requisitos que debe tener el aceite de palma (NORMA TECNICA
ECUATORIANA NTE INEN 2421, 2012), empleando el método descrito en la NTE INEN
0035 de aceites y grasas de origen animal y vegetal. (NORMA TECNICA ECUATORIANA

NTE INEN 0035, 2012).

Para el analisis y determinacion de la densidad del aceite de palma usado se necesita, el
picnémetro y la masa del mismo en tres situaciones diferentes, balanza digital y la materia

prima.

En esta fase se calibrd la balanza analitica para pesar el picnémetro seco y sin contenido
(40,3gr). Posterior a esto, se enraso el picnémetro con agua destilada evitando la formacion
de burbujas en su interior. (141gr) Del mismo modo se enraso el picnémetro con la materia
prima utilizada (132,5g) y se anotd las diferentes masas de las tres etapas. Este proceso se

repitio 3 veces a fin de obtener un resultado mas confiable. (Ver ilustracion 5)
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llustracion 5 Medicidon de la densidad del aceite.

Fuente: Autores.

En la ecuacion 1 se observa la formula que se uso para el célculo de la densidad relativa.

Mpic+mues ~Mpic ..
Prep = ——mes P (Ecuacion 1)
Mpic+agua=Mpic

En donde:

Mpic: masa del picnébmetro vacio
Mpic+agua: Masa del picnémetro més agua destilada
Mpic+mues: Masa del picndmetro méas la muestra

2.1.3 Viscosidad cinematica y dinamica.

La viscosidad de las sustancias varia de forma importante con la temperatura y en menor
grado con la presion; es por esto que si esta constante solo depende de temperatura y presion
se la puede denominar liquidos con movimiento newtonianos, de lo contrario al no seguir

esta relacion proporcional son denominados fluidos no-Newtonianos.(Domingo, 2011)

Se determiné la viscosidad dindmica para lo cual se utilizd el viscosimetro rotacional
marca Fungilab (Ver ilustracion 6), se especificdé los datos de densidad 0,93g/ml
revoluciones 150 rpm y temperatura 40°C, se acoplé el usillo nimero R2 con el muelle al

eje del rotor y este se sumergié en 450ml de la muestra obteniendo resultados. Cabe destacar
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que la unidad de medida es centipoise “cP”. El procedimiento se lo repitid por tres veces

para sacar un promedio y mejorar la efectividad de los resultados.

lustracion 6 Viscosimetro rotacional.

Fuente: Autores.

En la ecuacion 2 se puede observar la formula de la viscosidad cinematica y la unidad es

centiestoke “cSt”:

viscocidad dinamica

Viscosidad cinemética (centistoke) = (Ecuacion 2)

densidad
2.1.4 Indice de saponificacion

El indice de saponificacion se define como el peso en miligramos de hidréxido de potasio
necesario para saponificar 1 gramo de grasa (Sanchez Paz & Figueroa Barrera, 2013). Se
emplea el sistema de calcificacion de los aceites y grasas si la grasa es pura ya que el indice
de saponificacion esta inversamente relacionado con la longitud de los &cidos grasos

constituyentes de los glicéridos de la grasa. (Anco Tacuri, 2011)
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Para realizar este procedimiento se utiliz6: 1 matraz de fondo redondo de 100ml, 1 pipeta
de 10 ml, 1 cocina, 2 refrigerantes, cuenta gotas, bureta de 25ml, bafio de agua, 2 vasos de

precipitado, espatula y balanza analitica.

Primeramente, se pesé y prepar0 los reactivos: 1,5 g de aceite de palma usado, 20 ml
hidroxido potasico (KOH) 0,5 M en disolucién etandlica, 6,1ml de &cido clorhidrico (HCI)

0,5 My 2 gotas de fenolftaleina al 5%.

Procedimiento:

1) Se pes6 1,5g de aceite de palma usado y se le afiadié 20 ml de una disolucion etandlica
de KOH (0,5 M) agregando una varilla agitadora y acoplando el matraz a un refrigerante
poniéndolo a reflujo en un bafio de agua (Ver ilustracion 7) durante 30 min siempre con
agitacion continua. 2) Se prepar6 otro baldn sin la muestra de aceite. Esta segunda
preparacion se utiliz6 como blanco. 3)Pasado el tiempo de reaccidn se enfriaron los balones
y se afladio 2 ml de agua destilada y dos gotas de fenolftaleina en el contenido de cada balén
para posteriormente valorar con HCl a 0,5 M, para esto se llené la bureta con el HCI y se
dejo caer sobre el balén poco a poco. El final de la valoracion se dio cuando se produjo el
viraje de rosa intenso a incoloro. 4) Por Gltimo se anot6 los ml restados para calcular los ml

de disolucién gastados. (Ver ilustracion 8)

llustracién 7 Sistema del indice de saponificacion.
Fuente: Autores.
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llustracién 8 Proceso del indice de saponificacion del aceite de palma usado. a) valoracidn de la muestra con
HCL, b) valoracidn del blanco con HCL, c) produccion del viraje de rosa intenso a incoloro.

Fuente: Autores.

En la ecuacion 3 se puede observar la férmula para calcular el indice de saponificacion

Vp-Vpy*N
Peso de la muestra

indice de saponificaciéon = * 56,1 (Ecuacion 3)

Donde:

Vg: Volumen de HCI 0,5 gastado para titular el blanco.

V- Volumen de HCI 0,5 gastado para titular la muestra.
2.1.5 Indice de acidez

Se define como indice de acidez (IA) a la cantidad de miligramos de hidréxido de potasio
necesaria para neutralizar los acidos grasos libres presentes en un gramo de aceite o grasa.

(Arzave et al., 2016)

Esta acidez puede variar debido a que las grasas frescas no contienen acidos grasos libres
o los tienen en pequefias cantidades y al decaer por accion de la accién de la luz y el aire su

acidez crece poco a poco con el paso del tiempo. (Heras Naranjo & Lojano Criollo, 2020)
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Para la determinacion de la acidez del aceite de palma usado se pesd en la balanza
analitica 1,4gr de hidréxido de potasio y se mezcld con 50ml de agua destilada en un vaso
de precipitacién de 250 ml hasta diluirlo para luego pasar al matraz aforado y llenarlo
completamente hasta los 250ml con agua destilada. Luego se adecuo y lleno una bureta con
25ml de la muestra de KOH. Seguido, se tom6 7,89gr de la materia prima (aceite de palma)
y se lo vertié en un matraz erlenmeyer de 250 ml para luego agregarle 20ml de agua destilada
y agitar agregando 4 gotas de fenolftaleina para proceder a titular con el KOH 0,5M hasta
que la muestra se torne de un color rosa instantaneamente y se anoté el desgaste del titulante.
Este proceso se realiz6 dos veces con la finalidad de sacar un promedio de titulante gastado

y poder establecer el grado de acidez de la materia prima.

Se repitid el procedimiento dos veces para sacar un promedio y que el resultado sea méas

efectivo. (Ver ilustracion 9)

llustracién 9 Proceso del indice de acidez del aceite de palma usado. a) Titulacion del aceite de palma usado
con KOH, b) Viraje de color transparente a incoloro.

Fuente: Autores.

En la ecuacion 4 se puede observar la férmula del indice de acidez.
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VxN%0,0561%x100

indice de acidez (i) =
muestra

(Ecuacion 4)

En donde:

i = indice de acidez del producto (mg KOH/qg)

V = Volumen de la solucién de hidroxido de potasio empleado en la titulacion en ml.

N = Normalidad de la solucion de hidréxido de potasio.

m = masa de la muestra analizada (gr)
2.1.6 Porcentaje de humedad

El porcentaje de humedad hace referencia a la cantidad de agua contenida en una muestra
es decir, es el valor porcentual del peso total de la muestra que corresponde a la

concentracion de agua presente.(Limoncocha, 2016)

Para la determinacion de este pardmetro se usé la normativa NTC 287.En primer lugar,
se pesOd 150g de aceite de palma usado para posteriormente calentarlo en un vaso de
precipitacion en una estufa eléctrica por un lapso de 30 min controlando la temperatura.
Luego, se pes6 nuevamente la muestra para poder anotar la diferencia. Si no se nota un

cambio en el peso se recomienda repetir el proceso. (Ver ilustracion 10)

En la ecuacidn 5 se observa la formula para el calculo del porcentaje de humedad.

Humedad % = % * 100 (Ecuacion 1)

En donde:
P = peso de la muestra tomada inicialmente (g).

A = peso de la muestra después de calentar (g).
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llustracién 10 Proceso para obtener el porcentaje de Humedad.

Fuente: Autores.

2.2  Obtencidn de la glicerina

Para obtener la glicerina se realizé la transesterificacion del aceite de palma usado. Cabe
destacar que este aceite es un subproducto derivado de los diferentes procesos para la
elaboracion de frituras. Para ello se empled metanol al 99% vy el catalizador bésico

homogéneo, hidréxido de sodio.

2.2.1 Proceso de filtracion
Al no ser un aceite puro sino derivado de varios procesos de fritura se realizé un filtrado.
Para este proceso se utilizé papel filtro y un embudo para separar las impurezas y obtener

asi una materia prima mas limpia para el siguiente proceso. (Ver ilustracion 11)

llustracion 11 Proceso de filtracion.

Fuente: Autores.
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2.2.2 Preparacion del metoxido de sodio
Para establecer las concentraciones necesarias de NaOH y metanol se realizaron distintas

pruebas destacando como valores finales las siguientes. (Ver tabla 4)

Tabla 4 Dosificacion para la preparacion de metoxido de sodio

Concentracion del .,
N° de Concentracion de

muestras Ca(ﬁ:;éa:)o r metanol al 99%
2,459 140ml
1,225g 70ml

149 80ml

Fuente: Autores
Al tener las concentraciones finales, se mezclé en un vaso de precipitacion sobre un
agitador magnético durante 30 minutos hasta que se haya disuelto completamente el

catalizador. (Ver ilustracion 12)

llustracion 12 Preparacion del metdxido de sodio.
Fuente: Autores.
2.2.3 Proceso de transesterificacion del aceite
La transesterificacion o alcoholisis es una reaccién quimica en la que una mol de

triglicérido reacciona con tres moles de alcohol (generalmente de bajo peso molecular)
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para formar una mol de glicerina y tres moles de esteres grasos respectivamente.(Marcela,

2006)

Para este proceso se emplearon balones de tres y dos bocas cada uno de 500ml adaptados
a refrigerantes en la parte central para evitar la evaporacion del metanol. A un lateral se
colocé el termdmetro para poder controlar la temperatura en el proceso y el otro lado sirvio
para la adicion de la muestra (aceite usado de palma) y el metoxido sellando con un corcho

para evitar fuga del producto. (Ver ilustracion 13)

Se trabajé tres muestras con diferentes dosificaciones (Ver tabla 5). Primeramente, se
empez06 calentando la muestra por un lapso de 10min. Luego, se adiciono el metoxido y se
coloco el termdmetro y el corcho. En todas las pruebas el proceso duré una hora a 800rpm

y temperatura de 70 a 75 °C para obtener mejor rendimiento.

Tabla 5 Dosificacion para realizar el proceso de transesterificacion.

Hidréxido de Aceite de
Pruebas Sodio (gr) Metanol (ml) Palma (ml)
1 1.4 80 400
2 1.225 70 350
3 2.45 140 350

Fuente: Autores.

lustracion 13 Proceso de transesterificacion del aceite.

Fuente: Autores.



33

2.2.4 Proceso de sedimentacion y extraccion de la glicerina

Al concluir con el proceso de transesterificacion se procedio con la fase de sedimentacion
para lo cual se utilizaron decantadores de 500ml y se decant6 por 24h cada muestra por
separado obteniéndose dos fases: una en la parte inferior correspondiente a la glicerina y otra
en la parte superior que es el biodiesel (Ver ilustracion 14). Posteriormente, se procedio a
extraer y anotar los mililitros de glicerina obtenidos. Dicho proceso se realizd por varias

veces hasta obtener los ml de glicerina necesarios para el siguiente proceso.

BIODIESEL

GLICERINA

llustracién 14 Proceso de sedimentacion (biodiesel-glicerina).
Fuente: Autores.
2.2.5 Andlisis FTIR de la glicerina
La glicerina obtenida del proceso de sedimentacion fue analizada en espectrémetro
Thermo Scientific Nicolet TM S10 FTIR que puede ser empleado para andlisis de mezclas,

piedras preciosas, polimeros, farmacéuticos y forense. Su rango de longitud de onda varia
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entre 400 cm™ y 4000 cm*.(Lopez-Diaz, Rios-Corripio, Ramirez-Corona, Lopez-Malo, & Palou,

2018)

El equipo fue utilizado para la obtencion de las graficas IR de las sustancias obtenidas

en los procesos anteriores. (Ver ilustracion 15)

El infrarrojo midi6 la Transmitancia (T) o Absorbancia (Abs) de las respectivas muestras
de glicerina que fueron colocadas en el punto de paso del haz de luz en donde el instrumento
compara la intensidad de la luz que logra atravesar la muestra (1) con la intensidad de luz que

se detecta sin la muestra (1_0).

Finalmente, se observa las curvas generadas y se analiza los resultados.

odt)

4 4" &/ 4 "_,‘

llustracién 15 Andlisis IR de la muestra.
Fuente: Autores.
2.3 Purificacion de la glicerina
La purificacion hace referencia a quitar las impurezas o la suciedad de un liquido. En

esta fase se purifico 1080ml de glicerina obtenido del proceso anterior empleando cuatro
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etapas: acidificacion, neutralizacion, destilacion y decoloracion (Aguzin, Bedogni, Okulik,

& Padro, 2015).

2.3.1 Acidificacion
La acidificacion es un proceso quimico por el que algunas substancias se transforman

adquiriendo caracteristicas acidas.

llustracién 16 Proceso de acidificacion del glicerol.

Fuente: Autores.

En esta fase se efectu6 un proceso de acidificacion empleando HCL 1N como catalizador
controlado por un pHmetro con el fin de mantener un pH 6ptimo. Para empezar, se preparo
720ml de la disolucion de HCI 1 N a temperatura ambiente y esta se le fue adicionando a la
materia prima hasta que se obtuvo un pH de 3 pudiendo asi eliminar sales y jabones presentes
en el glicerol. Posteriormente, se dejé sedimentar el producto obtenido por 24h y se procedid

a filtrar. (Ver ilustracion 16)

2.3.2 Neutralizacion
Para el proceso de neutralizacion se utilizd como catalizador NaOH 1N y el pHmetro

como instrumento de medida. En esta fase primeramente se prepar6 100ml del NaOH que
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es el catalizador para posteriormente agregarlo gota a gota en el glicerol obtenido. Esto se
realiz6 con el propdsito de eliminar los &cidos grasos que quedasen disueltos en la misma 'y
a su vez se fue controlando con un pHmetro las distintas variaciones de pH hasta que sea

Optimo, es decir pH 7 a temperatura ambiente y se procedio a filtrar. (Ver ilustracion 17)

lustracion 17 Proceso de neutralizacion del glicerol.

Fuente: Autores.

2.3.3 Destilacion

La destilacion es un proceso que consiste en calentar un liquido hasta que sus
componentes mas volatiles pasan a la fase de vapor y a continuacion enfriar el vapor para
recuperar dichos componentes en forma liquida por medio de la condensacién.(J. Rodriguez,

2015)

En esta fase se armd el equipo de destilacion simple y se procedio a pesar 250ml de
glicerol, la misma que fue vertida en el balon de destilacion provista de un termémetro de
100°C ajustado firmemente con la ayuda de un corcho. Posterior a esto se insert6 en el bal6n
de destilacion el condensador y a la salida de este tubo se colocé un vaso de precipitado en

la cual se midio la muestra, se aplico calor por el lapso de 2 horas hasta que la muestra
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alcanzo una temperatura de 90°C pudiendo asi eliminar el metanol excedente presente en la

misma. (Ver ilustracion 18)

llustracién 18 Proceso de destilacion, a) equipo de destilacion simple, b) productos procedentes de la
destilacion el glicerol y el metanol

Fuente: Autores.
2.3.4 Decoloracion
En el proceso de decoloracion se utiliza una sustancia decolorante o material que separa
colores por reaccién fisica o quimica como son: carbones, arcillas, tierras u otras materias
de gran poder absorbente que se usan para quitar colores indeseables como en el proceso de
refinamiento de azUcar, de verduras y grasas animales y aceites, etc. (Parra, Marin, Jacome,

& Sinche, 2018)

Como etapa final del proceso de purificacion del glicerol se realiz la decoloracion del
mismo, proceso en el cual se utiliz6 peroxido de hidrégeno al 60% con una relacion 4:1

(glicerol: peroxido).

Se decolord la muestra del glicerol purificado con peréxido de hidrogeno H2O2 a una
temperatura de 80°C y 400 rpm en un lapso de 30 min. Posteriormente se procedio a filtrar
la sustancia obtenida con la finalidad de remover las impurezas presentes en la muestra. (Ver

ilustracion 19)
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llustracién 19 Proceso de decoloracién del glicerol, a) glicerol antes de decolorar, b) glicerol en proceso de
decoloracidn, c) glicerol decolorado.

Fuente: Autores.
2.4 Propiedades fisico-quimicas del glicerol
La caracterizacion del glicerol obtenido de los procesos anteriores se realiza con la
finalidad de precisar sus propiedades fisicoquimicas como son: color, pH, absorbancia,

FTIR, densidad, viscosidad cinematica y dinamica.

2.4.1 Color

Para la determinacion del color del glicerol se manejo el colorimetro (Ver ilustracion 20)
y en el procedimiento se prepard un tubo colorimetro con una muestra de 10ml de agua
desmineralizada que sirvié como blanco y posteriormente en otro tubo colorimetro se colocé
la muestra de aceite de palma filtrado a 430nm de longitud de onda en modo absorbancia
para introducirlo al equipo que instantdneamente midid la cantidad de luz que viajaba a

través de la muestra convirtiendo la medida a una lectura digital.



39

llustracion 20 Colorimetro.

Fuente: Autores.

242 pH
Para este proceso se utilizé la metodologia antes mencionada para el aceite de palma
usado en donde se emplearon tiras de pH que permitieron medir los niveles de acido del

glicerol.

2.4.3 Absorbancia
El andlisis de la absorbancia se realiza antes y después del proceso de decoloracion del

glicerol lo cual nos servird como referencia al momento de analizar el producto final.

La cantidad de luz absorbida dependera de la distancia que atraviesa la luz a través de la
solucion del cromoforo y de la concentracion de éste. La absorbancia de una solucion es
directamente proporcional a su concentracion. A mayor numero de moléculas mayor
interaccion de la luz con ellas; también depende de la distancia que recorre la luz por la
solucion a igual concentracion. Cuanto mayor distancia recorre la luz por la muestra mas
moléculas se encontrara. Por Gltimo, depende de & una constante de proporcionalidad
denominada coeficiente de extincion que es especifica de cada cromdforo.(Abril Diaz

Nieves, 1984)
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Para este proceso se utilizd el equipo Thermo Spectronic GENESYS 20 (Ver ilustracion
21) a 540nm debido a que nos permite ver la luz visible en una gama de colores azul, verde,
amarillo y en este rango se encuentra el color que se obtuvo del glicerol decolorado y en el
cual se midi6 primero la absorbancia del agua (conocido como blanco) y al que se le asigné
el valor de cero mediante el ajuste del mando de forma que, la intensidad incidente y
transmitida sean iguales (lo = It) y por lo tanto la absorbancia es cero. Posterior a esto se

pone en la celdilla la cubeta con la muestra y se lee la absorbancia de la misma.

lHustracion 21 Thermo Spectronic GENESYSS 20.

Fuente: Autores.

2.4.4 FTIR del glicerol
El anélisis del glicerol se realizo en el espectrometro Thermo Scientific Nicolet TM S10

FTIR para verificar que no se hayan cambiado sus propiedades.

2.4.5 Densidad
Para el proceso de esta fase se aplico la metodologia empleada para el aceite de palma
aplicando la normativa NTE-INEN 0035 (Ver ilustracion 22) y utilizando la misma ecuacion

(ver ecuacion 1) para realizar los calculos de densidad relativa.
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llustracién 22 Medicion de la densidad del glicerol.
Fuente: Autores.
2.4.6 Viscosidad cinematica y dinamica
Para este parametro se realizd el mismo procedimiento utilizado con el aceite de palma
(Ver ilustracion 23). Se determiné primero la viscosidad dindmica empleando el dato de la
densidad 1,14 g/ml y el nimero de husillo R2 y se uso la ecuacion 2 para determinar la

viscosidad cinematica.

llustracién 23 Viscosidad del glicerol medida en el equipo.

Fuente: Autores.
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2.5 Proceso fermentativo

2.5.1 Preparacion de medios de cultivos

Los medios de cultivo son una mezcla de nutrientes que en concentraciones adecuadas y
en condiciones fisicas Optimas permiten el crecimiento de los microorganismos. Estos
medios son esenciales en el laboratorio de microbiologia por lo que un control en su
fabricacion, preparacion, conservacion y uso, asegura la exactitud, confiabilidad y

reproducibilidad de los resultados obtenidos. (Alvarez, 2015)

Para este procedimiento se utilizo tres tubos de ensayo de 9ml y un matraz Erlenmeyer
en los cuales se coloc6 130 ml de caldo nutritivo compuesto de (ver tabla 6) autoclavado a

1 atmosfera y 121°C por 15min.

Tabla 6 Composicidn del caldo nutritivo

Ingredientes Cantidad
(9/L)
Digestion péptica de tejido 5
animal
Cloruro de sodio 5
Extracto de remolacha 15
Extracto de levadura 15

Fuente: (Titan Biotech Ltd, 2020)

Posterior a dicho procedimiento se prepard en cinco cajas petri y un matraz erlenmeyer
50 ml de agar de soya triptico (TSA) compuesto de (Ver tabla 7), autoclavado a 1 atmésfera

y 121°C por 15min.

Tabla 7 Composicion de TSA

Ingredientes Cantidad
(9/L)
Digestion enzimética de caseina 15
Digestion enzimatica de harina 5

de soya
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Cloruro de sodio 5

Agar 15

Fuente:(Neogen Corporation, 2019)

2.5.2 Activacion de la bacteria “Bacillus megatherium.”
La cepa de Bacillus megaterium usada es caracterizada como productor de PHB en la
presencia de un exceso de fuente de carbono y la restriccion de la fuente de nitrégeno.

(Alvarez, 2015)

Para el proceso de activacion se emple6 la bacteria Bacillus megaterium ATCC 14581
adquirida en el laboratorio MEDIBAC, la cual se activo en los 3 tubos de ensayo y en 2 cajas
petri poniéndole a incubar por 24 h a temperatura constante de 35°C en una estufa.

(Microbiologics, 2020) (Ver ilustracion 24, 25)

llustracion 24 Bacterias recién activadas.

Fuente: Autores.
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llustracion 25 Bacillus megaterium después de un dia de incubacién: a) cajas petri, b) tubos de ensayo.

Fuente: Autores.

2.5.3 Identificacién de la bacteria Bacillus megaterium

Se realizé la identificacion de la bacteria mediante el microscopio de marca Micros
Austria. Primero, se realiz6 una tincién con unas gotas de cristal violeta y se mantuvo
cubierta por 1 min, después se lavé con agua destilada. Luego se aplicé gotas de lugol por
1 min, se volvid a lavar y se puso gotas de alcohol cetona por 30 seg y se enjuagé. Por ultimo,
se coloc6 safranina por 1 min, se lavd y se colocd un cubre objeto sobre el portaobjeto y se
lo llevo a enfocar en el microscopio con el lente Micros Achro 40x /0.65- 160 /0.17 para
después observarlo con Micros Achro 100x /1.25 - 160 /0.17 con aceite de inmersién. (Ver

ilustracion 37)

2.5.4 Fermentacién con Bacillus megaterium

Se realizé la fermentacion en varios matraces erlenmeyer siguiendo la metodologia de
(Valentina, Sara, Javier, Maria, & Amanda, 2018) que contenia un volumen de nutrientes
conformado por distintos elementos, fuente de carbono, y suplemento de nitrégeno (Ver

tabla 8) para mejorar las condiciones del sustrato.
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Una vez preparado el medio de cultivo con los nutrientes necesarios (Ver tabla 9) se
ajusto el pH a 7 utilizando NaOH 1N, se autoclavd y después se procedio a inocular el medio
dentro de una cabina laminar para posteriormente llevarlo a fermentar a una temperatura de
35°C, 200 rpm por 72 horas (Gomez Cardozo, Mora Martinez, Yepes Pérez, & Correa
Londofio, 2016) y sin presencia de luz en un agitador orbital marca Thermo Scientific

MAXQ 4000. (Ver ilustracion 26, 27, 28)

Tabla 8 Nutrientes necesarios para el fermento.

Elemento Cantidad
Dihidrdégeno fosfato de sodio NaH2PO4 3.6 g/L
Dihidrogeno fosfato de potasio KH2PO4 1.5¢g/L

Sulfato de magnesio heptahidratado

MgS0O4.7H20 029/L
Oligoelementos (NULANZA) 1 ml/L
Glicerol 60 g/L
Glucosa 15g/L
Suplemento de nitrégeno (NH4)SO> 0.8g/L
In6culos de la cepa B. Megaterium 2% Iv

Fuente: (Valentina et al., 2018)

llustracion 26 Medios de cultivo autoclavados.

Fuente: Autores.
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lHustracion 27 Inoculacion de los medios para la fermentacion.

Fuente: Autores.

llustracion 28 Fermentacién de nuestra bacteria en el orbital.

Fuente: Autores.

2.6 Determinacion de biomasa

Se evaluaron dos parametros, peso himedo y peso seco. Para ello se procedi6 a separar
la biomasa del medio mediante filtracion por membrana empleando microfiltros de vidrio
Watman 934-AH ™y didmetro 47mm dentro de una cabina laminar para lo cual se emple6

un kitosato, mangueras y bomba para realizar al vacio.
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2.6.1 Peso humedo
Para el peso humedo se peso el filtro en una balanza analitica. Después se realizo la
filtracion por membrana del medio y se volvio a pesar de nuevo el filtro con la biomasa. (Ver

ilustracion 29)

llustracién 29 Biomasa, a) biomasa hiimeda, b) biomasa seca.

Fuente: Autores.

2.6.2 Peso seco
Para el peso seco se procedio a introducir la muestra en una estufa por 12h a 50°C para

extraerle toda el agua y se volvio a pesar. (Ver ilustracion 29)

2.7 Proceso de extraccion y purificacion del polihidroxibutirato (PHB)
Para realizar el proceso de extraccion y purificacion del biopolimero se usé el método de

dispersion de cloroformo e hipoclorito de sodio.

Para este proceso se empled el método descrito por (Moreno-Sarmiento; Malagon-
Romero; Cortazar; Espinosa-Hernandez;, 2006) con algunas modificaciones las cuales se
presentan a continuacion: una relacion de 0,02g de biomasa seca suspendida en los
microfiltros de vidrio Watman 934-AH ™: 0,3 g de biomasa liquida: 1ml de volumen de

dispersion (mitad cloroformo al 99% y mitad hipoclorito de sodio al 10%). (Ver tabla 9)
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Tabla 9 Relacién empleada para la extraccion y purificacion del PHB.

Volumen total (ml)

NOmero de Biomasa si?m?ggl volumen
ruebas liquida Volumen ) h
P \ © (@) cloroformo  Hipoclorito
de sodio
1 15 1.0101 25 25
2 30 2.0592 50 50

Fuente: Autores.

Esta digestion se realiz6 en un matraz erlenmeyer dentro de un agitador orbital por una

hora y 30 minutos a 30°C y 250rpm. (Ver ilustracion 30)

Al terminar el proceso de digestioén se procedié a decantar la muestra por 24 horas a
temperatura ambiente bajo a cdmara de extraccion en donde se pueden observar tres fases:
fase superior (hipoclorito de sodio), fase intermedia (biomasa muerta), fase inferior
(cloroformo con PHB) (Ver ilustracion 31). Posteriormente se retir¢ la fase inferior abriendo
la Ilave de paso del decantador a tubos falcon en donde se evaporé a bafio maria el
cloroformo a 70°C hasta obtener un 20% del volumen inicial y poder precipitarlo en metanol
frio (refrigerado una noche antes) en un volumen de 1:5 (cloroformo: metanol) por 1h. (Ver
ilustracion 32). Después se procedié a centrifugar la muestra por 10 min a 3500rpm quitando
el sobrenadante y dejando a secar la muestra a 37°C por 48h. (Ver ilustracion 33). Este
proceso se repitid varias veces hasta obtener el biopolimero en polvo necesario para la

siguiente fase.

llustracion 30 Digestion de la biomasa himeda y seca con cloroformo e hipoclorito de sodio.
Fuente: Autores.
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Fase superior con
~_—~ hipoclorito de sodio

Q\
Ak
il

Fase intermedia con
biomasa sin PHB

Fase inferior con
cloroformo y PHB

llustracién 31 Separacion de las tres fases mediante el método de decantacion.

Fuente: Autores.

llustracion 32 Se puede ver en esta fotografia en la parte a) evaporacién del cloroformo y b) precipitacion
del PHB en metanol frio.

Fuente: Autores.
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llustracion 33 a) Producto secandose b) biopolimero obtenido.

Fuente: Autores.
2.8 Calculo del rendimiento y porcentaje de recuperacion del P3HB
Se us6 como valor estandar 98 % para evaluar el porcentaje de recuperacién obtenido en

el proceso.

En la ecuacion 5y 6 se pueden observar las formulas para calcular el rendimiento del

proceso Yy el porcentaje de recuperacion.

Polimero obtenido

Rendimiento = (Ecuacion 5)

Biomasa inicial

Rendimiento método Evaluado

% Recuperacion = X 100  (Ecuacion 6)

Rendimiento método estandar
2.9 Estructuracion del biopolimero (P3HB)

Para el proceso de estructuracion del biopolimero se empleo la relacion: P3HB polvo:
cloroformo (1g: 20ml respectivamente), se calentd la muestra hasta 50°C por 10min
obteniendo una solucion maleable después se dejé secar en recipientes hasta que el

cloroformo se evaporo en su totalidad. (\Ver ilustracion 34)
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llustracién 34 a) Proceso de dilucién del P3HB en polvo con el cloroformo, b) retiro del recipiente del
biopolimero seco.

Fuente: Autores.

2.10 Propiedades fisicas y degradacion del P3HB
Se determiné varias propiedades fisicas del P3HB tales como: densidad, solubilidad,

Optica, mecénica y degradacion.

2.10.1 Densidad

La normativa empleada es ASTM C 693-93 (2019) mediante el método de “densidad por
desplazamiento de agua” (densidad de Arquimedes). Este método permite determinar la
densidad en el aire en comparacion con su desplazamiento en el agua. Primero se peso la
muestra con precision y después se pesd mientras estuvo suspendida en agua de tal manera
qgue la muestra se hunda. ElI volumen de la muestra se calcula a partir del efecto de
desplazamiento de liquido con densidad conocida en este caso el agua. (ASTM

INTERNATIONAL, 2019).

Se tom6 una muestra del biopolimero plastico y se pesé en la balanza analitica. Luego se

tomo una probeta de 250 ml y se colocd 200ml de agua destilada. Después se introdujo la
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muestra del biopolimero hasta que quede completamente sumergido. Se registré cuanto
subi6 el nivel del agua. Este es el volumen del plastico en ml. Después con la siguiente

formula se calcul6 la densidad.

p= % (Ecuacion 7)

Donde:

p: densidad (g/ml)
m: masa (g)
V: volumen (ml)

2.10.2 Solubilidad

La disolucion de un polimero es un proceso lento que ocurre en dos etapas. En la primera
etapa, las moléculas del disolvente se difunden dentro del polimero produciendo el
hinchamiento del mismo y en la segunda etapa el polimero hinchado se desintegrara
gradualmente convirtiéndose en una verdadera disolucion. En un polimero puede darse
varios casos de solubilidad: a) insolubilidad total en el disolvente, b) insolubilidad parcial,

c) solubilidad parcial, d) solubilidad total en el disolvente. (Machado, 2010)

Para realizar este ensayo se introdujo la muestra en el disolvente (agua, etanol, metanol y
acetona) y se dejo por 24h a temperatura ambiente y si se observa algin cambio hay

disolucion caso contrario, no hay disolucion.

2.10.3 Mecanicas
Consiste en determinar el grado de resistencia que presenta la muestra al doblarse y estas
pueden ser: a) rigidos, b) semirrigidos, c) flexibles (Alaniz, 2016). Para realizar este ensayo

se flexiond, golpeo, presiono, se ray0 y dejo caer la pieza para determinar el tipo de plastico.
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2.10.4 Opticas

Estas propiedades determinan el grado de luz que puede dejar pasar un cuerpo a traves de
él. Los plésticos se clasifican en: a) transparentes, b) transltcidos, c) opacos (Alaniz, 2016).
Aqui se observo si se puede ver a través de ellos, si permite el paso de una pequefia cantidad

de luz produciendo sombras y si no es posible apreciar luz.

2.10.5 Degradabilidad

La degradabilidad del plastico se realiz6 en el Laboratorio SGS del Ecuador S.A.
mediante el método de gravimetria usando la normativa LAB-GYE-ME-651 - BASADO EN
COVENIN 1155 DETERMINACION DE CENIZA. Segun (E. Rodriguez & Villegas, 2012;
Yolanda & Fiallo, 2012) en un analisis gravimétrico se debe evaluar la pérdida de agua hasta
los 100°C, pérdida del material organico hasta los 550°C y el residuo del material inorganico

pasada la temperatura antes mencionada.

2.11 Analisis estadistico del producto

Para el andlisis estadistico del producto obtenido se realizo un “Analisis de Estadistica
descriptiva” empleando como herramienta de trabajo el programa SPSS el cual segun
(Pedro, Carlos, & Julio, 2018) se basa en determinar 4 puntos principales : a) Tamafio
muestral (n), b) Medidas de centralizacidn, c) Medidas de dispersién y d) Representaciones
gréficas. Para esto nos enfocamos en la biomasa obtenida y en proceso de extraccion,

purificacion y rendimiento del polihidroxibutirato.

a) Tamafo muestral (n): EI nimero de muestreos realizados en el experimento.
b) Medidas de centralizacion: Determinacion de media aritmética, mediana.
c) Medidas de dispersion: Identifica la dispersion de los datos en donde se calcul6 la

varianza y desviacion estandar.



54

d) Representaciones gréficas: Facilitan la observacion de los resultados obtenidos,

tras el analisis matematico.

2.12 Andlisis de factibilidad en la produccion del PHB

Para realizar el analisis de factibilidad se ha empleado la metodologia de Costo-Beneficio
(VAN y TIR) en el cual se presentan los costos de inversion, gastos fijos y gastos variables
del PHB (Ver tabla 18 y anexo 6.8). Ademas se ha propuesto para el analisis la venta del
biopolimero por kilogramo y se han realizado encuestas digitales para saber si el producto

es aceptado en el mercado.
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3 CAPITULO: RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 Caracterizacion fisico-quimica del aceite de palma usado
En la tabla 10 se encuentran establecidos los resultados obtenidos en el proceso de
caracterizacion fisico-quimica del aceite de palma usado de acuerdo a su normativa y limites

establecidos seguidamente de su respectiva explicacion

Tabla 10 Resultados de la caracterizacion fisicoquimica del aceite de palma usado.

Parametro Unidad Resultados Norma Limite
NTE INEN Minimo: 0,891
Densidad g/mL 0,939 2421 Maximo: 0,914
pH .
Viscosidad cinematica 2. snmaoo e -
2,40 °C mm</s 200,978
* 2
Viscosidad dindmica a N*s/m o1sedl
40°C
. Minimo:
indicede ~ mgNaOH/g 19635  NTEINEN 180
saponificacion 1640 Maximo: 270
) NTE INEN Maximo:0,2
Indice de acidez mgNaOH/g 1,25 1640 Minimo: 0
: NTE INEN
Porcentaje de humedad % 0,3 1640 0,5

Fuente: Autores.

Absorbancia: La absorbancia del aceite de palma usado a 540nm fue de 0,123 A debido

a la concentracion de la solucion y los factores que influyen para la variacion de dicho valor.

pH: El p H del aceite de palma usado fue de 5,5 debido a que este no se encuentra en su

estado natural y ya ha pasado por algunos procesos industriales.

Viscosidad Cinematica: La viscosidad del aceite de palma obtenida es alta debido a que
las altas temperaturas que alcanzan los aceites durante el proceso de fritura produce una

compleja serie de reacciones que resultan en la oxidacion y polimerizacion del aceite, del
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mismo modo los residuos de la comida que frecuentemente alcanzan valores de 25% de
compuestos polares y su respectiva degradacion también afectan la calidad del

aceite.(Amado & Mora, 2006)

Densidad: De acuerdo a los resultados obtenidos y luego de la comparaciéon con la
normativa, se establece que el aceite usado de palma no cumple con el pardmetro ya que
supera el rango de los valores establecidos debido a que al ser aceite previamente utilizado
en frituras aumentard el indice de acidos grasos existentes presentes que influirdn
directamente en el incremento del peso molecular y al mismo tiempo a mayor cantidad de

frituras que esté sometido el aceite mayor sera la rancidez del mismo.

Iindice de Saponificacion: De acuerdo a los resultados obtenidos y luego de la
comparacion con la normativa NTE INEN 1640, se establece que el indice de saponificacion
de 196,35 obtenido se encuentra dentro del rango (Minimo=180 y Méaximo= 270) de los
pardmetros establecidos debido a que, a mayor IS mayor concentracién de &cidos grasos de
bajo peso molecular (IS es mayor para una grasa dada, en la medida que aumenta el nimero

de funciones éster saponificables/ g de la misma). (Guillermo D. Manrique, 2009)

Indice de Acidez: De acuerdo a los resultados obtenidos y luego de la comparacion con
la normativa NTE INEN 1 640 se puede establecer que el indice de acidez del aceite de
palma usado se encuentra por encima de los rangos establecidos debido a que la calidad del
aceite se relaciona directamente con el grado de hidrolisis de los triglicéridos(Michelle,
2003) . Esto se debe principalmente a que el aceite es de origen industrial, por lo tanto,
presenta una acidez alta deduciéndose que dicho aceite fue reutilizado durante su proceso

para la obtencidn de frituras.

Porcentaje de humedad: El porcentaje de humedad analizado se encontré dentro de los

parametros establecidos ya que segun la normativa el porcentaje de humedad minimo es de 0% y
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el maximo de 0.5%, dando como resultado 0.3% que nos favorecio para los proximos procesos a

realizar.

3.2 Analisis de la glicerina proveniente del proceso de transesterificacion e
interpretacion del espectro (Espectroscopia infrarroja FTIR)
Se realizaron alrededor de 3 pruebas en el laboratorio con la finalidad de establecer las

cantidades necesarias para la obtencion de mayor cantidad de glicerina.

Como se puede observar en la grafica 1 la prueba 3 dio mejores resultados empleando
140 ml de metdxido, 350ml de aceite de palma obteniendo como resultado 60ml de glicerina.
En total se realizaron 25 repeticiones del proceso obteniendo un total de 1140ml de glicerina

para trabajar. Ver anexo 6.1

GLICERINA OBTENIDA (ml)

60
50
40
30
20
10

60
35

Glicerina obtenida ml)

25‘

1 2 3
NUmero de muestras

Gréfica 1 Glicerina obtenida en el proceso de transesterificacién.

Fuente: Autores.

En la ilustracion 35 se observa el espectro FTIR de la glicerina y sus principales
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bandas de absorcidn obtenida como subproducto durante el proceso de sedimentacion.

2
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llustracion 35 Espectro IR de CsHsOs3 (1, 2,3 trihridroxipropano).
Fuente: Autores.

En la region 3295-3500 cm-1 se puede observar los picos que hacen referencia a los
compuestos presentes en su composicién como es el grupo hidroxilo que pertenece a la
banda de tension O-H que contiene la glicerina con un espesor apreciable debido a la
formacion de puentes de hidrogeno. Ademas se visualiza una curvatura poco pronunciada
referente al grupo de hidrocarburos alifaticos que va de 2924-3000 cm-1, las bandas de
enlace CH propias de los alcanos del mismo modo se puede diferenciar una curvatura
referente al grupo de furanos que va desde 1405 a 1500 cm-1, se observa también la banda
con un estiramiento que va de 1000 - 1024 cm-1 es caracteristica del grupo de alcoholes
alifaticos y en la curva de 932 — 1000 cm-1 se encuentra la tension por flexion del C-O que

pertenece al grupo ester (Ver anexo 6.2).
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3.3 Analisis del proceso de purificacion del glicerol y caracterizacion fisico-quimica
3.3.1 Acidificacion

En el proceso de acidificacion se partio de la glicerina obtenida en el proceso anterior que
fue 1140ml. Se us6 652ml de HCI 1N, obteniendo como resultado 1792ml de glicerina de
los cueles 282ml representan a sales y jabones presentes en el producto final quedandonos

como resultado 1510ml de glicerol. (Ver gréfica 2)

RESULTADOS DEL PROCESO DE

ACIDIFICACION
J—
. —1
1800 o
1600 F—/
1400 —
1200
1792
1000 1510
800 1140
600
400 3
208 > > E
N
& 60& ,&0 &
& i o &
W w@\ 50% %‘@o
& Ng &
& & <P
@0

Gréfica 2 Resultado del proceso de acidificacion.

Fuente: Autores.
3.3.2 Neutralizacion
En el proceso de neutralizacién para eliminar los acidos grasos presentes en 1510 ml de
muestra se emple6 92,7ml de NaOH 1N obteniendo 1485ml de glicerol con un pH de 7. (Ver

gréfica 3)
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RESULTADOS DEL PROCESO DE
NEUTRALIZACION
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Gréfica 3 Resultados del proceso de neutralizacion.

Fuente: Autores

3.3.3 Destilacion

Como resultado del proceso de destilacion y con la finalidad de eliminar el metanol
excedente de la muestra en un lapso de 2h a una temperatura de 90°C se logré obtener del
total de 1485ml de producto 209ml de metanol quedando como resultado final 1276ml de

glicerol. (Ver grafica 4)

RESULTADOS DEL PROCESO DE

DESTILACION
/-____-\
1600 o —
1400 A
1200
1000
1485
800 1276
600
200 N > m - =
0
Muestra Metanol Resultado

Gréfica 4 Resultado del proceso de destilacion.

Fuente: Autores.
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3.3.4 Decoloracion e interpretacion del espectro del glicerol (Espectroscopia
infrarroja FTIR)

En el proceso de decoloracion se emple6 319 ml de perdxido de hidrogeno al 60%

y se obtuvo como resultado final 1595 ml de glicerol. Este glicerol paso de un color

marrén obscuro a un color amarillo pastel y aspecto cristalino brilloso. (Ver gréfica 5)

RESULTADO DEL PROCESO DE

DECOLORACION
2000
o~ B
1500 A
1000 1595
0
Muestra H202 Resultado
Graéfica 5 Resultado del proceso de decoloracion.
Fuente: Autores.
C3HgOs (1, 2,3-propanotriol) —
035 1 = Vibracién CH-OH
¥ Tensién de enlace O-H
0.30 4
025 § Deformacion en plano O-H

Absorbancia

A _— N e e M et P —
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
NAEmeros de onda (cm-1)

lustracién 36 Espectro del CsHsOs (1, 2,3-propanotriol) después de la decoloracion.

Fuente: Autores.
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En la ilustracion 36 y el anexo 6.3 se comprob6 que el espectro FTIR del glicerol y sus
principales bandas de absorcion no cambian al momento de decolorar la muestra. En la
region uno denominada huella dactilar se muestran bandas en el intervalo de 860 y 992 cm ™,
las cuales son correspondientes a vibraciones del enlace C-C del esqueleto del glicerol.
También se observan bandas a 850 y 930 cm ™! pertenecientes a las vibraciones de los grupos
0-0'y C-0, respectivamente. En el intervalo de 1125- 1100 cm™* se observa la vibracion del
enlace CH-OH y la deformacién en el plano del enlace O-H se presenta en el intervalo de
1400 a 1200 cm™l. Las sefiales en 1029 cm™ estdn asociadas a las vibraciones
correspondientes al enlace C-O de los carbonos C1 y C3 (carbonos extremos), mientras que
la banda en 1109 cm™! se asocia al enlace C-O del carbono C2 (carbono intermedio). Las
bandas en 3000-2800 cm ™! y 3650-3200 cm™* corresponden a la tension de los enlaces C-H

y O-H.

3.3.5 Caracterizacion fisico-quimica del glicerol
En la tabla 11 se puede observar los resultados obtenidos del proceso de caracterizacion

fisico- quimica del glicerol.

Tabla 11 Resultados de la caracterizacién fisico- quimica del glicerol

Parametro Unidad Resultado Norma Limite
Color T L —
pH ------- 7 e s
Absorbancia A 0’114 ________________
540nm
) Minimo 0,89
Densidad g/ ml 1,14 ASTM D 4052 )
Maximo 1,15
Viscosidad
Cinematica mm? /s 329564 - e
Viscosidad N*s/m> 003757 e e
dinamica

Fuente: Autores.



63

La absorbancia del glicerol antes de la decoloracion fue 0.589 A 'y como resultado

final fue de 0.114 A, interpretandose que hubo un cambio en el color de café a amarillo.

3.4 Analisis del proceso fermentativo para la produccion del polihidroxibutirato
Para verificar que se realizé la fermentacién del glicerol empleando la bacteria Bacillus
megaterium se verificd que el microorganismo adquirido en el laboratorio MEDIBAC es el

B. Megaterium mediante una identificacién microscopica (Ver en la ilustracion 37).

llustracion 37 Vista en el microscopio del B. Megaterium.
Fuente: Autores.
3.5 Caracterizacion fisica, interpretacién del espectro del P3HB (Espectroscopia
infrarroja FTIR), estructuracion y degradabilidad
3.5.1 Caracterizacion fisica del P3HB
En la tabla 12 se puede observar los resultados obtenidos en la caracterizacion fisica del

P3HB.

Tabla 12 Caracterizacion fisica del PSHB.

Propiedades Unidades Resultado Normativa

Densidad g/ml 0.9156 ASTM C
693
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Solubilidad ~ ----- Insolubleen  -----
agua, etanol,
metanol
acetona,
Opticas - Translucidas -

Mecénicas - Semirrigidos -
y flexibles
Fuente: Autores.

3.5.2 Interpretacion del espectro del P3HB en polvo.

am = = s - 746,45 c-0-C
| PaHB (poli (3-hidroxibutirato) im0
180 C=0
- "».H“‘ /
_ 1680, 75
a1m 1188.21
12
;;‘ ] CH;j 104248
g o
2 o
e )

THHL D

2

B

T
4 K

llustracién 38 Espectro del biopolimero poli (3-hidroxibutirato).

Fuente: Autores.

En la ilustracion 38 y anexo 6.5 se presenta el espectro FTIR del P3HB en polvo, en donde
se muestra las bandas mas importantes para el biopolimero teniendo asi que a 1746 cm™ hay
caracteristicas similares del estiramiento del enlace C=0O en compuestos organico
(carbonilicos) y se observaron una serie de bandas intensas entre 1000 y 1300 cm™
producidas por estiramiento del enlace C-O del grupo éster, los mismos que conforman los
monomeros de esteres. Del mismo modo se presentaron bandas intensas a 1451 cm™ debida
a la deformacién asimétrica del enlace CHs, las otras bandas en el rango de 1000 a 1500 cm"
! son ocasionadas por vibraciones o al estiramiento del enlace CHa, y por Gltimo se observé

una banda ancha entre 3000 y 3300 cm™* ocasionada por estiramiento de CHs y CHo.
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3.5.3 Interpretacion del espectro del film pléstico de P3HB.

En la ilustracion 39 y anexo 6.5 se observa que al convertir el poli (3 hidroxibutirato) en
polvo a pléastico el espectro FTIR y sus principales bandas de absorcién no presentan

alteraciones.

c-0-C
< P3HB Poli (3 hidroxibutirato) plistico ; h o
] 3 Iz
c=0 7 g 77
i 1 ‘\\. 4 . a 1
T
j— =T |”- T 1 . .".:_1 —ry T I 1 T T T '
g0 W0 B0 W0 20 X0 B0 X 20 X0 B0 16 0 N0 K
WRimasts, e coda (o1

llustracion 39 Espectro FTIR del Poli (3hidroxibutirato) plastico.

Fuente: Autores.

Cabe destacar que las propiedades del biopolimero transformado en plastico no cambian

teniendo asi los mismos picos caracteristicos del PHB en polvo.

3.5.4 Estructuracién del biopolimero

Para la estructuracion de la pelicula plastica se probé diversos solventes y se comprobd
de forma visual que con: a) etanol no se observo ninguna reaccion, b) acetona se enlazaban
las particulas, pero al momento de secarse se cuartea, c) acetato de butilo reacciondé igual
que el anterior, d) cloroformo se disolvié el polimero en el medio liquido formando un
polimero maleable, y por ultimo se experimento calentar el polimero sin disolvente

resultando una costra dura. (Ver ilustracion 40)
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llustracién 40 Polimero con diferentes solventes: a) polimero con etanol, b) polimero con acetona, c)
polimero con acetato de butilo, d) polimero sin disolvente, €) polimero con cloroformo.

Fuente: Autores.

3.5.,5 Lectura del analisis de la degradabilidad
El andlisis de degradabilidad se realiz6 en el Laboratorio SGS del Ecuador S.A. mediante
el método de gravimetria usando la normativa LAB-GYE-ME-651 - BASADO EN

COVENIN 1155 DETERMINACION DE CENIZA
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Para realizar este ensayo se empled una muestra de 2g y el proceso duro6
aproximadamente 2 horas. En la tabla 13 se puede observar las condiciones en las que se
realizo el ensayo de degradacion del plastico en donde se aprecian 4 rangos significativos
para la pérdida de masa: primer rango (0°C a 100°C) segundo rango (100° a 300°C), tercer

rango (300°C a 600°C), y el cuarto rango (600°C a 900°C).

Tabla 13 Condiciones de analisis para la degradacion del plastico.

Temperatura (°C) Resultado cenizas (%0) Resultado cenizas (g)

0 100.00 2.000

35 97.14 1.943

50 96.86 1.937
100 94.20 1.884
300 80.09 1.602
600 0.36 0.007
900 0.05 0.001

Elaborado: (SGS del Ecuador S.A., 2021)

PERDIDA DE PESO (CENIZAS %)

@— Resultado cenizas (%)

1200 100 9714 9686 o4,
100 e ¢ é :
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40 rango rango rango rango
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PORCENTAJE (%)

0,36 0,05
7 L'
0 35 50 100 300 600 900

TEMPERATURA (°C)

Grafica 6 Resultado de la prueba gravimétrica en porcentajes.

Fuente: Autores.

En la gréfica 6 y 7 se puede ver los cuatro rangos: en el primer rango generalmente se
relaciona con la pérdida de humedad, el segundo y tercer rango se relaciona con la quema

del material organico como se puede apreciar, el plastico ha empezado a degradarse y se ha



68

degradado casi en su totalidad y en el cuarto rango nos queda como residuo el material

inorganico que en nuestro caso corresponde al 0.001 g del pléstico total a degradar.

PERDIDA DE PESO (CENIZAS G)

4— Resultado cenizas (g)

2,5
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0 35 50 100 300 600 900
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Gréfica 7 Resultado de la prueba gravimétrica en gramos.

Fuente: Autores.

3.6  Analisis del estadistico del producto

Para esta investigacion se aplicé un analisis de estadistica descriptiva. Se realiz6 un
analisis de la biomasa obtenida en el proceso de fermentacion y analisis del proceso de

extraccion, purificacién y rendimiento del polihidroxibutirato.

3.6.1 Resultados de la biomasa obtenida, extraccion, purificacion y rendimiento del
polihidroxibutirato (PHB)

Biomasa obtenida

El nimero de muestras analizadas fueron 88 (Ver anexo 6.4). En la tabla 14 se puede

observar los valores de la biomasa total himeda y seca obtenida de 1250 ml de medio de

cultivo.



Tabla 14 Valores obtenidos de biomasa himeda y seca.

Biomasa .

, Biomasa seca
himeda
57.6435¢g 48.3088g

Fuente: Autores.

BIOMASA HUMEDA Y SECA

57,644

——

58,000

56,000
54,000
52,000
50,000
48,000
46,000
44,000

42,000

Biomasa humeda (g) Biomasa seca (g)

Biomasa humeda (g)

Biomasa seca (g)
Biomasa total 57,644

48,309

Gréfica 8 Biomasa total himeda y seca.

Fuente: Autores.

En la gréafica 8 se puede observar los valores de la biomasa total humeda y seca (57.644q y

48.309 g respectivamente) lo que nos indica que hay una diferencia notable de pérdida de

humedad.

Extraccion, purificacion y rendimiento del polihidroxibutirato (PHB)
Para el proceso de extraccion y purificacion del polimero se determiné que la metodologia
empleada con una relacion de 0.02g de biomasa seca suspendida en los micro filtros de vidrio
Watman 934-AH ™: 0.3 g de biomasa liquida: 1ml de volumen de dispersion (mitad

cloroformo al 99% y mitad hipoclorito de sodio al 10%) fue la que mejor resultado se obtuvo

ya que se aplicé otras metodologias y no dio resultados 6ptimos.

69



70

En la tabla 15 se puede observar el polimero obtenido y su porcentaje de recuperacion
por cada prueba. Segun (Jacquel et al., 2008) la metodologia empleada tiene hasta un 98% a
99% de porcentaje de recuperacion . En nuestro analisis hemos utilizado las ecuaciones 5y
6 para el célculo del rendimiento y porcentaje de recuperacion respectivamente tomando en

cuenta que el rendimiento estandar es de 98%.

Tabla 15 Valores empleados para la obtencion del poli 3 hidroxibutirato.

o ©

c -3 B s Volumen total (ml s = 8 S

g 5% 3 gs m§ & & 25
3 Sos == < — o 23 = ISR
2 233 3 2 2 E 2 E g 38
=1 £ o ] £ .8 e S 2 ==

° SZ £ S.E  Volumen Volumen S ol S e 3

z D2 S @ CHCI3 NaClO o © @ g

1S m

1 15 00995 11701 25 25 12696 07238 05701 581736
2 15 00933 12223 25 25 13156  0.7895  0.6001 g1 2353
3 30 01477 22581 50 50 24058 13396 05568 568185
4 30 0.1503 2.1802 50 50 2.3305 1.3417 0.5757 58.7463
5 30 0.1465 2.0465 50 50 2.1930 1.2918 0.5890 60.1069
6 30 0.1482  2.1556 50 50 2.3038  1.3589 05899 01898
7 30 0.1482  2.1683 50 50 23165  1.3993  0.6041 416384
8 30 01482  2.2487 50 50 23969 13317 05556 566939
9 30 01482  2.3262 50 50 24744 13592 05493 560523
10 30 0.1482  2.1657 50 50 23139 1.2987 05613 579723
11 30 0.1482  2.1769 50 50 2.3251  1.3527 05818 593663
12 30 0.1482  2.0917 50 50 22399  1.3143 05868 598751
13 30 01482 20422 50 50 21904 14529 06633 g7.6851
14 30 01482  2.0994 50 50 22476 13725 06107 23123
15 30 0.1482  2.0362 50 50 21844  1.2959 05933 05360
16 30 0.1482  2.0348 50 50 21830  1.3587 06224 35112
17 30 0.1482  2.0527 50 50 22009  1.3642 06198 32497
18 30 01482 2.0736 50 50 22218 13896  0.6254 38212
19 30 01482  2.1859 50 50 23341 12994 05567 568072
20 30 0.1482  2.3084 50 50 24566  1.3298 05413 552372
21 30 0.1482  2.3964 50 50 25446 1.3599 05344 545340
22 30 0.1482 2.3883 50 50 2.5364 1.6591 0.6541 66.7461
23 30 0.1482 2.4805 50 50 2.6287 1.6724 0.6362 64.9200
TOTAL 630 3.3042  45.8283 1100 1100 49.1326  30.4556 0.5904 60.2404

Fuente: Autores.
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BIOMASA EMPLEADA Y
POLIMERO OBTENIDO

70,0000
60,2404
60,0000
50,0000
40,0000
30,0000
20,0000
10,0000 0,5004
0,0000 sSS
Biomasa Polimero obtenido Rendimiento Porcentaje de
empleada promedio recuperacion (%)
Biomasa empleada Polimero obtenido  Rendimiento promedio Porcentz_:ule de
recuperacion (%)
Datos 49,1326 30,4556 0,5904 60,2404

Gréfica 9 Biomasa empleada y polimero obtenido.
Fuente: Autores.

En la grafica 9 e ilustracion 41 se puede observar que empleando 49.13255g de biomasa
seca se pudo obtener 30.4556g de nuestro polimero poli (3hidroxibutirato) con un

rendimiento de 0,5904 y un porcentaje de recuperacion del 60,2404%.

llustracidn 41 Poli (3 hidroxibutirato) total obtenido.

Fuente: Autores.
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3.6.2 Andlisis estadistico descriptivo de la biomasa humeda, biomasa seca, biomasa
total, polimero obtenido, rendimiento y porcentaje de recuperacion del
polimero

Para el analisis estadistico descriptivo, el nimero de muestras analizadas para la biomasa

himeda y biomasa seca fueron 88 y para la biomasa total, polimero obtenido, rendimiento y

porcentaje de recuperacion fueron 23. Se plantearon dos hipdétesis, “hipotesis nula y

alternativa” para los 6 parametros (biomasa himeda, biomasa seca, biomasa total, polimero

obtenido, rendimiento y porcentaje de recuperacién del polimero) que se muestra a

continuacion:

Ho: El conjunto de datos se comportan de forma normal.

H1: El conjunto de datos no se comportan de forma normal.

Los resultados finales de aceptacion de hip6tesis nula y alternativa fueron los siguientes:

e Para la biomasa humeda y biomas seca se acepto la hipotesis nula, aceptando que
los datos se comportan de forma normal.

e Para la biomasa total y polimero obtenido se aceptd la hipotesis alternativa
aceptando que los datos no tienen un comportamiento normal.

e Para el rendimiento y porcentaje de recuperacion del polimero se aceptd la

hipotesis nula, aceptando que los datos tienen un comportamiento normal.

A continuacion, se demuestran la aceptacion de hipotesis nula y alternativa de los 6
parametros analizados (biomasa humeda, biomasa seca, biomasa total, polimero obtenido,

rendimiento y porcentaje de recuperacion del polimero).
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En la tabla 16 se puede observar los valores de media, mediana, varianza y desviacion
estandar de la biomasa himeda, biomasa seca, biomasa total, polimero obtenido,

rendimiento y porcentaje de recuperacion del polimero.

Tabla 16 Analisis estadistico descriptivo

ANALISIS ESTADISTICO DESCRIPTIVO

88 Biomasa himeda 0,655 0,660 0,003 0,057
88 Biomasa seca 0,549 0,544 0,003 0,053
23 Biomasa total 2,244 2,314 0,106 0,326
23 Polimero obtenido 1,324 1,353 0,042 0,204
23 Rendimiento 0,590 0,589 0,001 0,035

Porcentaje de

23 .
recuperacion

60,240 60,107 13,045 3,612

Fuente: Autores.

En la tabla 17 se muestran los resultados de las pruebas de normalidad aplicada a los 6

parametros de analisis.

Tabla 17 Pruebas de normalidad

PRUEBAS DE NORMALIDAD

N© Parametros Kolmogorov-Smirnov? Shapiro-Wilk
muestras  descriptivos  Estadistico gl Sig. Estadistico gl Sig.

88 Blomasa 0,085 88,000 0,17 0,973 88,000 0,060
himeda

88 B';’éz:sa 0,081 88,000 0,20 0988 88,000 0,590

23 B'tc’ont";sa 0,339 23,000 0,00 0,701 23,000 0,000

23 Polimero 0,350 23,000 0,00 0,707 23,000 0,000
obtenido

23 rendimiento 0,099 23,000 0,20 0970 23,000 0,691

Porcentaje
23 de 0,099 23,000 0,20 0970 23,000 0,691

recuperacion

Fuente: Autores.
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Grafica 10 Histogramas de la distribucion gaussiana.

Fuente: Autores.

En la grafica 10 se puede observar los histogramas con la distribucion gaussiana: ay b
representan la biomasa himeda y la biomasa seca. Estas cumplen con la prueba de

normalidad, c y d ilustran la biomasa total y polimero obtenido que no cumple con la prueba
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de normalidad, e y f describen el rendimiento y el porcentaje de recuperacién del polimero,

cumpliendo con la prueba de normalidad.

Gréfico Q-0 normal de Blom_humeds Gréfico 0-Q normal de Biom_seca

Normal esperado

i k' 1
Nermal esperado
1 1 1

Valor observado Valor observado

Grifico Q-0 normal de biomasa total Grafico 0-Q normal de polimero obtenido

Normal ssperado
i 1 '
Normal esperado
1 i 1

Valor observado Valor observado

Grifco Q-Q normal de porcentaje de recuperacion

_ Cedfico -0 tomal de sendiniento

Normal esperado
: 1
Normal esperado
4 1

" ®
Valor observade Valor obtervade

Gréfica 11Regresion lineal de la biomasa himeda, seca, polimero obtenido, rendimiento y porcentaje de
recuperacion.

Fuente: Autores.

En la grafica 11 se puede observar las regresiones lineales de los pardmetros analizados

representando a y b la biomasa himeda y la biomasa seca teniendo una distribucion normal
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de los datos, es decir cumplen con la prueba de normalidad, ¢ y d nos indican que los datos
estan muy dispersos y no cumplen con una distribucion normal debido a falta de datos, e y f
describen el rendimiento y el porcentaje de recuperacion del polimero teniendo esta una

distribucion normal de los datos por lo tanto, cumplen la prueba de normalidad.

Gréfica 12Diagramas de caja de la biomasa himeda, seca, polimero obtenido, rendimiento y porcentaje de

recuperacion.

Fuente: Autores.

En la gréfica 12 se puede observar los diagramas de caja de los parametros analizados. a
y b representan la biomasa himeda y la biomasa seca en donde se visualiza que la media

se encuentra dentro del rango establecido, ency d se observa la media de cada uno de los
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pardmetros en donde se puede diferenciar que hay valores que se encuentran fuera del rango
lo que nos confirma que no tiene un comportamiento normal por falta de datos, e y f
describen el rendimiento y el porcentaje de recuperacion del polimero visualizando la media
de cada pardmetro y que todos los datos se encuentran dentro del rango, lo que nos confirma

que los datos tienen una distribucion normal.

3.7 Analisis de factibilidad del PHB
En la tabla 18 se presenta un resumen de las encuestas realizadas a las empresas (ver

anexo 6.6) en la cual se muestra las posibles restricciones para impedir que el producto sea

factible.
Tabla 18 Resumen de las encuestas realizadas al mercado.
INFORMACION GENERAL
POLIHIDROXIBUTIRATO (PHB) A PARTIR DEL
SUBPRODUCTO GLICEROL PROCEDENTE DE LA
PRODUCTO ,
TRANSFORMACION DE ACEITES USADOS DE
PALMA A BIODIESEL
Empresas dedicadas a la produccion y venta de plasticos
MERCADO
en el Ecuador
UBICACION Provincia del Azuay, Cuenca
COMPETENCIA No hay proveedores de PHB en el Ecuador
Polietileno de alta densidad; Polipropileno y Polietileno de
SUSTITUTOS ) _
baja densidad
El tercer atributo méas importante al momento de elegir un
POSIBLES material base para la produccion de plasticos es el Precio,

RESTRICCIONES y el 50% de los encuestados estan dispuestos a pagar hasta
PARA INGRESAR AL $600 por Kg de PHB. Mientras que nuestros costos de
MERCADO produccion de 1 Kg es de $983.96 no permiten igualar las
expectativas de precio de nuestro mercado.
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Desconocimiento del Polihidroxibutirato (PHB) en el

mercado Ecuatoriano.

Temor del mercado por falta de pruebas de produccion y
no conocen si su maquinaria podria funcionar con esta

materia prima.

Fuente: Autores.

En la tabla 19 se detalla la inversion inicial y los costos fijos considerados en el analisis

de factibilidad.

Tabla 19 Valores de la inversion inicial y costos fijos.

INVERSION INICIAL $ 23,459.63
Muebles y equipos 19271.79
Suministros de operacién 1977.84
Gastos legales 2000
Publicidad 210
COSTOS FIJOS
Arriendo $540.00
Gastos de operacién 392.77
Personal 1270.00
Gastos de publicidad 210.00

Fuente: Autores.

Para este analisis se desarrolld tres escenarios como se observa a continuacién: un

escenario pesimista, escenario normal, y un escenario optimista.

a) Escenario pesimista

En la tabla 20 se muestran los indicadores financieros del primer escenario y como se
observa que tanto el VAN como el TIR cumplen las condiciones de factibilidad VAN >=0

y TIR > 10%.

Tabla 20 Indicadores financieros del 1° escenario.

INDICADORES FINANCIEROS

COSTO DE PRODUCCION POR Kg de PHB $983.96
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MARGEN COMERCIAL 10%
TIR 20%
VAN $7,024

Fuente: Autores.

En la tabla 21 se muestra el flujo proyectado para 5 afios con una demanda minima anual

de 360kg del biopolimero con un incremento del 3%.

Tabla 21 Flujo proyectado para 5 afios en el escenario pesimista.

FLUJO PROYECTADO A 5 ANOS

o, Inversion
Descripcion Inicial
1 afio 2 afios 3 afos 4 afos 5 afios
Ventas $389,648 $401,337 $413,377 $425,778 $ 438,552
Costo de Ventas $354,225 $364,852 $375,797 $387,071 $ 398,683
Utilidad Bruta $35,423  $36,485 $ 37,580 $38,707  $39,868
Gastos Operativos $29,339  $29,350 $ 29,362 $29,3714  $29,387
Arriendo $ 6,480 $ 6,480 $ 6,480 $ 6,480 $ 6,480
Gastos de
Operacion $4,713 $4,713 $4,713 $4,713 $4,713
Gastos de
personal $15,240 $15,240 $ 15,240 $15,240 $15,240

Fletes $ 386 $ 397 $ 409 $421 $ 433

Gastos de
Publicidad $2,520 $2,520 $2,520 $2,520 $2,520

UTILIDAD
DIRECTA $-23,460 $ 6,084 $7,135 $8,218 $9,333 $10,482

Fuente: Autores.

b) Escenario normal

En la tabla 22 se muestran los indicadores financieros del segundo escenario y se observa
que tanto el VAN como el TIR cumplen las condiciones de factibilidad VAN >=0y TIR >

10%.

Tabla 22 Indicadores financieros del 2° escenario.

INDICADORES FINANCIEROS

COSTO DE PRODUCCION POR Kg de PHB $983.96

MARGEN COMERCIAL 10%




80

TIR 48%
VAN $29,778

Fuente: Autores.

La tabla 23 demuestra el flujo proyectado para 5 afios del escenario normal en el cual la
produccion minima anual es de 504kg que representa un 40% del aumento en la produccion

frente al escenario pesimista (en base a las encuestas) y con un incremento del 3% como en

el caso anterior.

Tabla 23 Flujo proyectado para 5 afios en el escenario normal.

FLUJO PROYECTADO A 5 ANOS

N Inversion
Descripcion .
Inicial 1 afio 2 afios 3 afios 4 afios 5 afios
Ventas $545507 $561,872 $578,728 $596,090 $613,972
Costo de Ventas $495915 $510,793 $526,116 $541,900 $ 558,157
Utilidad Bruta $ 49,592 $51,079 $52,612 $ 54,190 $ 55,816
Gastos Operativos $38,289 $38,305 $38321 $38,338 $38,355
Arriendo $ 6,480 $6,480 $ 6,480 $6,480 $ 6,480
Gastos de
Operacién $5,892 $5,892 $5,892 $5,892 $5,892
Gastos de
personal $ 22,860 $ 22,860 $ 22,860 $ 22,860 $ 22,860
Fletes $ 537 $ 553 $570 $ 587 $ 604
Gastos de
Publicidad $2,520 $ 2,520 $ 2,520 $2,520 $ 2,520
UTILIDAD
DIRECTA $-23,460 $11,303 $12,774 $14,290 $ 15,852 $ 17,460

Fuente: Autores.
¢) Escenario optimista

En la tabla 24 se demuestran los indicadores financieros del tercer escenario y como se

observa que tanto el VAN como el TIR cumplen las condiciones de factibilidad VAN >= 0

y TIR > 10%.
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Tabla 24 Indicadores financieros del 3° escenario.

INDICADORES FINANCIEROS

COSTO DE PRODUCCION POR Kg de PHB $983.96
MARGEN COMERCIAL 10%
TIR 52%

VAN $ 34,045

Fuente: Autores.

En la tabla 25 se muestra el flujo proyectado para 5 afios del escenario optimista en el
cual la produccién minima anual es de 648kg que representa un 80% del aumento en la

produccion frente al escenario pesimista (en base a las encuestas) y con un incremento del

3% como en los casos antes mencionados.

Tabla 25 Flujo proyectado para 5 afios en el escenario optimista.

L Inversion FLUJO PROYECTADO A 5 ANOS
Descripcion - - - ~ ~ ~
Inicial 1 afio 2 afios 3 afos 4 afos 5 afios
Ventas $701,366 $722,407 $744,079 $766,401 $ 789,393
Costo de Ventas $637,605 $656,733 $676,435 $696,728 $717,630
Utilidad Bruta $63,761 $65,673 $ 67,644 $69,673 $71,763
Gastos
Operativos $52,115 $52,136 $ 52,157 $52,179 $52,201
Arriendo $ 6,480 $ 6,480 $ 6,480 $ 6,480 $6,480
Gastos de
Operacion $9,426 $9,426 $9,426 $9,426 $9,426
Gastos de
personal $ 30,480 $ 30,480 $ 30,480 $ 30,480 $ 30,480
Fletes $ 689 $ 709 $730 $ 752 $775
Gastos de
Publicidad $ 5,040 $ 5,040 $5,040 $5,040 $ 5,040
UTILIDAD

DIRECTA $-23460 $11,645 $13537 $15487 $17,494 $ 19,562

Fuente: Autores.

Al analizar los tres escenarios posibles se puede decir que el proyecto es viable siempre
y cuando se tenga por lo menos un cliente que requiera de esa minima demanda de compra,

tomando en cuenta que los costos de produccion son muy elevados en consideracion a
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productores internacionales. Ademas, que el mercado ecuatoriano no tiene pruebas que este

biopolimero sea adaptable a las maquinarias que utilizan en sus procesos productivos.

3.8 Discusion

Segun (Saavedra, 2008), para el proceso de transesterificacion se reemplaza el
glicerol por un alcohol simple como etanol o metanol que al ser mezclados con Hidroxido
de sodio (NaOH) dan lugar al metoxido o etoxido para producir esteres metilicos o
etilicos de acidos grasos que permiten disminuirr la viscocidad de la muestra. De acuerdo
con el autor (Saavedra) para el proceso de transterificacion de aceite de palma usado, en
esta investigacion se empleo como alcohol el metanol debido a que el NaOH se disolvio
con mayor facilidad en este medio y se obtuvo una semejanza del 90.19% a la glicerina

pura (Ver anexo 6.2).

Segun (Parra, Marin, Jacome & Siche, 2018) se estudio la decoloracién del
glicerol a través de tres metodos: ozonizacion, adsorcion con carbon activado (CA) y
adicién de peréxido. De acuerdo con (Parra, Marin, Jacome & Siche) el mejor método
para la decoloracion fue la adsorcion con carbon activado, se rechazé dicha conclusion
debido a que la técnica de decoloracion del glicerol que mejor funciond en nuestro
proyecto fue la adicion de perdxido de hidrégeno (H202) con una concentracion del 60%
a una temperatura de 80°C y 400 rpm durante 30 minutos en el cual, se observé un cambio

en la coloracion del glicerol. (Ver ilustracion 19)

Segun (Lo6pez et al., 2012; Naranjo, Posada, Higuita, & Cardona, 2013; Naranjo Vasco,
2010; Vishnuvardhan Reddy, Thirumala, & Mahmood, 2009) empleando Bacillus
megaterium fueron capaces de obtener un porcentaje de recuperacion de biopolimero
(P3HB) del 60%, 62.4%, 62.3%, 62.43% respectivamente empleando glicerol como fuente

de carbono. En nuestro trabajo practico-experimental se corrobor6é que al emplear como
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organismo productor de poli(3hidroxibutirato) a la bacteria Bacillus megaterium y como
fuente de carbono el glicerol se puede obtener un porcentaje de acumulacién del polimero
del 60.24%, que es un valor similar a los ensayos de los autores mencionados (L6pez et al.,

2012; Naranjo et al., 2013; Naranjo Vasco, 2010; Vishnuvardhan Reddy et al., 2009)
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4 CAPITULO: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1 Conclusiones

El presente estudio se realizo con la finalidad de presentar una alternativa para aprovechar
los aceites usados, con el objeto de desarrollar un biopolimero que sea amigable con el
ambiente y con propiedades parecidas al polipropileno y polietileno para reducir el consumo

de los pléasticos producidos a partir del petrdleo.

Se observé que el aceite usado tiene caracteristicas como: densidad de 0.939 g/ml que
supera los limites establecidos (Minimo: 0.891 y Maximo: 0.914) en la normativa INEN
2421 debido a que es un producto ya tratado, el indice de saponificacion de
196.35mgNaOH/g que esta dentro de los parametros establecidos (Minimo: 180 y Maximo:
270) por la normativa INEN 1640; mientras que el indice de acidez es 1,25mgNaOH/g y se
encuentra muy por encima del parametro establecido (Minimo: 0 y Méximo: 0.2) por la

normativa INEN 1640 debido a que es mas acido que el aceite virgen.

Dentro del analisis expuesto en el proceso de transesterificacion del aceite se obtuvo
mayor cantidad de glicerina cuando el proceso se realizé con mayor cantidad de metoxido
de sodio y con similitud del 90.19% de glicerina pura. En el proceso de purificacion se
realizaron cuatro etapas: acidificacion, neutralizacién, destilacion y decoloracion. En esta
ultima etapa se determin6 que la relacion optima para que el glicerol no perdiera sus
propiedades fue de 1:4 (peroxido de hidrégeno: glicerina) con similitud del 80.13% al

glicerol.

Para el proceso de fermentacion se empled la bacteria Bacillus megaterium y se
determind que las condiciones 6ptimas para el crecimiento de las bacterias fue el pH de 7,

temperatura 35°C, agitacion de 200 rpm durante 72 horas.
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Se determind mediante andlisis espectroscopico infrarrojo FTIR que el producto obtenido
es el poli(3hidroxibutirato) (Ver ilustracién 40) con densidad de 0.9156g/ml y no es soluble
en agua, etanol, metanol y acetona. Para determinar la degradabilidad se aplico el método
gravimétrico en el que se constaté que, con el cambio de la temperatura hay un registro de
pérdida del peso es decir que en el transcurso de tiempo a mayor temperatura se evidencio
mayor desintegracion del biopolimero llegando a un maximo de 600°C en donde la materia
orgénica se degrada casi en su totalidad, obteniendo una degradacion del 99.95% de la

pelicula del bioplastico.

Aplicando el método de extraccion y purificacion mencionado anteriormente se logro
muy buenos resultados obteniendo 30.4556g del polimero poli(3hidroxibutirato), un
rendimiento de 0.5904, y un porcentaje de recuperacion de 60.24% semejantes a los
resultados obtenidos por otros autores. Para obtener las peliculas plésticas de P3HB maleable

se utilizo el cloroformo como solvente en relacion 1g:20ml (polimero: solvente).

Luego de realizar el analisis estadistico se demostro que los parametros de biomasa total
y polimero obtenido no cumplen con una normalidad, debido a que el nimero de muestras
no es suficiente para afirmar o rechazar la hipdtesis. De igual manera se concluyo que para
la biomasa himeda, la biomasa seca, el rendimiento y porcentaje de recuperacion del

polimero, cumplen con una distribucién normal validando el método aplicado.

Por altimo, se puede concluir que, no es factible producir este biopolimero por el
momento debido a que el mercado ecuatoriano no tiene conocimiento de este producto y
sobre todo desconocen si sus maquinarias son aptas para este tipo de plastico, pero lo mas
importante es porque es el costo de producciéon es muy elevado en consideracion a los

plasticos derivados del petrdleo producidos por las grandes empresas trasnacionales. Por tal
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motivo se depende de los posibles clientes que estén dispuestos a emplear un producto

amigable con el ambiente.

4.2 Recomendaciones

e Para el proceso de acidificacion de la glicerina se recomienda utilizar acidos no
concentrados con la finalidad de obtener un pH 6ptimo para los siguientes procesos.

e Para el proceso de fermentacion con Bacillus Megaterium se recomienda tener en
cuenta que el nitrégeno y la oxigenacion es un limitante para el crecimiento de la
bacteria y produccion de P3HB.

e Parala determinacion de la biomasa se recomienda realizar la filtracion por membrana
utilizando microfiltros de vidrio Watman 934-AH ™ de didmetro 47mm debido a que
permite una mayor retencion de biomasa.

e Para el proceso de extraccion de P3HB al manipular sustancias téxicas como el
cloroformo se recomienda utilizar el equipo de proteccion personal adecuado y trabajar
bajo la campana de extraccién cerrada para asi evitar el derrame de dichas sustancias
y accidentes que perjudiquen al personal.

e Para el proceso de estructuracion del biopolimero se recomienda utilizar como
solvente el cloroformo ya que gracias a sus propiedades permite la desintegracion del
subproducto para formar un pléastico maleable.

e Paraque el producto sea viable se recomienda realizar una campafia de sensibilizacion

hacia el mercado sobre los beneficios del P3HB.
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6 ANEXOS

6.1 Glicerina obtenida a partir de aceite de palma usado

GLICERINA OBTENIDA A PARTIR DE ACEITE DE PALMA USADO

Numero Hidroxido Aceite de Glicerina
. Metanol . Total
pruebas de de Sodio (ml) Palma  Obtenido (ml)
muestras (gr) (ml) (ml)
1 3 14 80 400 35 105
2 3 1.225 70 350 25 75
3 16 2.45 140 350 60 960
TOTAL 1140
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Interpretacion de Resultados FTIR del glicerol decolorado

Region Altura Numero de onda Grupo Funcional
(absorbancia) cm-! Enlaces
1 0,12 992

Enlace Carbono-

Carbono (C-C)

2 0,21 1125-1100 Enlace de
hidrocarburos

Aliféticos (CH-OH)

4 0,21 1000-1039 Enlaces Carbono-
Oxigeno (C-0)
5 0,12 1110 Alcoholes Primarios
Alifaticos (C-CO)
6 0,21 2800-3000 Enlaces (C-H y O-H)
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6.4 Biomasa humeda y seca obtenida

Namero de filtros

Biomasa hiimeda (g)

Biomasa seca (g)

1 0.6306 0.5287

2 0.7948 0.6414
3 0.6862 0.5937
4 0.7106 0.6286

5 0.7793 0.6459

6 0.6952 0.5813

7 0.6805 0.5030

8 0.6565 0.5279

9 0.6754 0.5757
10 0.5872 0.5087
11 0.6768 0.5895
12 0.6084 0.5063
13 0.5747 0.4819
14 0.6979 0.5732
15 0.5884 0.4916
16 0.5678 0.4998
17 0.5974 0.4936
18 0.6783 0.5654
19 0.6901 0.5689
20 0.6406 0.5277
21 0.5950 0.5094
22 0.6007 0.5196
23 0.6903 0.5869
24 0.6809 0.5524
25 0.6476 0.5307
26 0.7972 0.6687
27 0.5998 0.5104
28 0.6397 0.5389
29 0.6782 0.5513
30 0.6975 0.5709
31 0.6863 0.5839
32 0.7154 0.6201
33 0.5298 0.4965
34 0.6957 0.5617
35 0.6979 0.5572
36 0.6664 0.5503
37 0.6459 0.5157
38 0.6490 0.5194
39 0.6801 0.5639
40 0.6906 0.5779
41 0.6455 0.5234
42 0.5609 0.5076
43 0.6299 0.5396
44 0.6385 0.5211
45 0.5817 0.4543
46 0.6726 0.5909
47 0.5783 0.4956
48 0.5873 0.5014
49 0.6597 0.5249
50 0.6607 0.5384
51 0.5799 0.5084
52 0.6306 0.5277
53 0.6489 0.5667
54 0.6562 0.5337
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55 0.5689 0.4553

56 0.5938 0.4805

57 0.6119 0.5232

58 0.5854 0.4576

59 0.5163 0.4238

60 0.7316 0.6302

61 0.6308 0.5123

62 0.5903 0.4876

63 0.5986 0.4619

64 0.6726 0.5909

65 0.6279 0.4950

66 0.6616 0.5374

67 0.5898 0.4513

68 0.6719 0.5899

69 0.6243 0.5105

70 0.6306 0.5264

71 0.6760 0.5579

72 0.6899 0.5911

73 0.6363 0.5238

74 0.7735 0.6664

75 0.6711 0.5486

76 0.6974 0.5696

77 0.7198 0.6181

78 0.6978 0.5877

79 0.6352 0.5813

80 0.7148 0.6093

81 0.6863 0.5764

82 0.6767 0.5978

83 0.6989 0.6186

84 0.7045 0.5955

85 0.6445 0.6306

86 0.6809 0.5914

87 0.7945 0.6487

88 0.7077 0.6098
TOTAL 57.6435 48.3088
Media aritmética 0.655 0.549
Mediana 0.660 0.544
Media geométrica 0.653 0.546
Varianza 0.003 0.003
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6.5 Interpretacion IR del P3HB
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Region Altura Numero de onda Grupo Funcional
(absorbancia) cm-l Enlaces
1 0,13 1000-1300 Ester (C-O)
2 0,05 1300-1500 Enlace de
hidrocarburos
Alifaticos (CH2)
0,05 1451 Enlaces (CH3)
4 0,19 1500-1746 Enlaces Carbonilicos
(C=0)
5 0,03 1800-1994 Aliféaticos (C-CO)
6 0,13 3000-3300 Enlaces de moléculas

de H20




6.6 Lectura del andlisis de degradabilidad
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SGS

INFORME ANALITICO
LABORATORIO AFL
GU21-00718.001
Pagina 1 de 2
A SOLICITUD DE : LIGIA OLMEDO
ASUNTO : Andlisis Fisico Quimico
PRODUCTO : PLASTICO
CANTIDAD DE MUESTRAS : 01 muestra
LUGAR Y FECHA DE RECEPCION : Guayaquil, Abril 19 de 2021
CARACTERISTICAS : POLIKIDROXIBUTIRATO (P3HE)
LUGAR DE TOMA DE MUESTRAS : -
REFERENCIA DEL CLIENTE : Muestra entregada en el laboratorio
FECHA DE INICIADO EL ENSAYO : Abrfi, 19 de 2021
FECHA DE FINALIZADO EL ENSAYO  : Abril, 22 de 2021
DETERMINACION METODO DE ENSAYO
Nombre Norma/Referencia/ Nombre
Ceniza LAB-GYE-ME-651 - BASADO EN COVENIN 1155 DETERMINACION DE CENIZA
DETERMINACION
NOMBRE UNIDAD RESULTADO
CENIZAS A 35°C % 97,14
CENIZAS A 50°C % 96,86
CENIZAS A 100°C % 94,20
CENIZAS A 300°C % 80,09
CENIZAS A 600°C %( 0,36
CENIZAS A 900°C % 0,05
IDENTIFICACION DE LA MUESTRA: POLIHIDROXIBUTIRATO) {P3HE)
Bl muestreo no fue realizado por SGS, 12 referencia de
OBSERVACIONES: identificacidn de las muestras han sido propordionadas por &
diente y &5 de sy exdusiva responsabilidad”.

Emaido en Guayaquil (Ecuador), el 22 de Abril de 2021

QF. Mawricio Mateo
Coordinador de Laboratorio CQFG 3025

LAB-R-P0OB8-01
Rev01
Valido solo &l informe original,

LOS RESULTADOS OBTENIDOS CORRESPONDEN AL ENSAYO SOLICITADO EN LA MUESTRA RECIBIDA.
Este informe no podra ser reoroducido. parcialmente sin autonzacidn de SGS del Ecuador S.A.

Este docmmo es emitido, s poddo del chmr bqo Im condnmos wrmalus de umcoo de la compadia impresas en ol reverso. El chenle debe tener en
cuenta tas d iones de li ¥ 1 on o cilado documenio.

Sa Informa a cualquler otro usuano ael pmsemo documanto que ia infomackdn contanida sn el mismo refiea los halazgos de la compania sclo al momento da su
intarvencidn y dentro de los limites de las nstrucciones del Clhente, =i hubiera alguna. La Comparfia es Gnicamente responsable ante su Clom y ol presente
docummonoumahspaﬂndomabménaqmvmwsm;youmsmmudobs de la

La validez, @ interp da estas C da Servico 88 ngen por tas Leyes del Ecuador,




6.7 Linky resultado de las encuestas realizadas a las empresas

https://docs.google.com/forms/d/e/1IFAIpQLSfReQANu338j8tcVdSMdb4vKvgvEKXbHO6YyQ1yg6z8nP64uaQ/viewform?usp=sf_link

Empresa

5 respuestas

DURAPLAST Plasscimport CIA da
Plastazuay SUPRALIVE

Considerando las nuevas leyes que
regulan el consumo de plasticos y la
creciente conciencia ambiental en la
poblacion. Su empresa estaria
dispuesta a utilizar un producto
biodegradable en base al Glicerol
proveniente del Aceite usado, como
es el Polihidroxibutirato (PHB) para la
elaboracion empaques, envases, films
y demas productos?

S respuestas

® s
on

:Qué tipo de material utiliza
actualmente en su empresa para la
elaboracion de empaques, envases,
film y otros productos derivados del
plastico?

5 respuestas

(w

© Polprophens
© Potations de alla
doraddad

® Poliatinno de bajs
denmdad

@ Polmstrons

@ Pokiorure de
vindo

@ Tarehaiaio de
[orpn—

@ Pothisronbudno
Pre)

Si su Respuesta es a la pregunta anterior fue

Si continue aqui el formulario:

¢Cuantos Kilos cree que su Empresa
compraria mensualmente de
Polihidroxibutirato PHB?

4 respuestas

Escoja los 3 atributos que considera O
mas importantes al momento de elegir

el material para la elaboracion de
empaques, envases, film y otros

productos.

:Conoce el Polihidroxibutirato (PHB)
obtenido del Glicerol proveniente del
aceite usado?

S respuestas
S respuestas

Ex Sicdegradable |0 {0 %)

®s
L L
Dw-:mu- 510
Lo cabdad del 5010
producto oblenido|
Prece 5(10

¢Cuanto estaria dispuesta a pagar su
empresa por el Kilo de
Polihidroxibutirato (PHB)?

4 respuestas

@ Menos de $300

@ Entre $301 y $600

@ Entre 5601 y 5900

@ Entre $901y S
1200

@Entre $1201y §
1500

©® Mas do $1500

Agradecemos Su Gentil Colaboracién.
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6.8 Costos de inversidn, costos fijos y costos variables y valor de nuestro producto

INVERSION INICIAL

. COSTO
DESCRICION TOTAL
MAQUINARIA 18826.84
INSTRUMENTOS DE
PRODUCCION HBBeE
MUEBLES 444 .95
EQUIPOS DE OFICINA 917.75
GASTOS DE APERTURA 210.00
Total 21459.63
COSTOS FI1JOS
COSTO
DESCRIPCION TOTAL
ARRIENDO 540
SERVICIOS BASICOS 192.77
PERSONAL 1270
SUMINISTROS DE OFICINA 200
Total 2202.77
COSTOS VARIABLE
COSTO
DESCRIPCION TOTAL
OBTENCION Y PURIFICACION 544.32
DEL GLICEROL '
ACTIVACION DE LA BACTERIA 1349.25
FERMENTACION 526.17
EXTRACCION Y PURIFICACION
DEL PHB 20211.30
Total 22631.05

VALOR DE NUESTRO PRODUCTO

Kg producidos por afio

23

Valor unitario del producto por kg

983.96
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