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Resumen

La obtencién de polimeros biodegradables a base de residuos agroindustriales nace
como soluciéon a la problematica medioambiental que conlleva el uso desmesurado del
plastico convencional y la mala practica de manejo de los mismos. Asi mismo, con el fin de
dar un valor agregado a los residuos agroindustriales se propone que los mismos actuen como
fuente de carbono en el proceso fermentativo de obtencion del biopolimero. En este sentido
la presente investigacion encaminé su desarrollo a la obtencion de polihidroxibutirato PHB
utilizando en su proceso fermentativo Bacillus subtilis y cascara de pifa en donde se evalué
la influencia de los parametros como pH, temperatura y medio de fermentacion. Asi tras un
analisis estadistico de superficie de respuesta el proceso de tratamiento aplicado a la matriz
lignocelulésica de la cascara de pifia indico que las mejores condiciones aplicadas en el
proceso de hidrolisis fueron H2SO, al 5%, temperatura constante (autoclave) de 118 °C con
un tiempo de 30 minutos, seguido se analiz6 la influencia de los parametros en el proceso
fermentativo, siendo finalmente los mejores tratamientos T6, T7 y T8 lo cual se corroboré

mediante analisis estadistico por prueba de DSH - Tukey.

Palabras Clave: PHB, Bacillus subtilis, cascara de pifia, biopolimeros.



Abstract

The production of biodegradable polymers from agro-industrial wastes is a solution to
the environmental problems caused by the excessive use of conventional plastics and the poor
management of these wastes. Likewise, in order to give an added value to agro-industrial
wastes, it is proposed that they act as a source of carbon in the fermentation process of
obtaining the biopolymer. In this sense, the present research was aimed at obtaining PHB
polyhydroxy butyrate using Bacillus subtilis and pineapple peel in its fermentation process,
where the influence of parameters such as pH, temperature and fermentation medium was
evaluated. Thus, after a statistical analysis of response surface, the treatment process applied
to the lignocellulosic matrix of pineapple peel indicated that the best conditions applied in the
hydrolysis process were 5% H2S04, constant temperature (autoclave) of 118 °C with a time
of 30 minutes, followed by an analysis of the influence of the parameters in the fermentation
process, being finally the best treatments T6, T7 and T8, which was corroborated by statistical
analysis by DSH - Tukey test.

Key Words: PHB, Bacillus subtilis, pineapple peel, biopolymers



Capitulo I. Introduccion

La biotecnologia es una rama interdisciplinaria que mediante procesos tecnolégicos
emplea organismos vivos o productos de los mismos para el beneficio humano y su entorno,
su finalidad es la de resolver problemas o desarrollar productos (Thieman & Palladino, 2010).
Uno de los procesos biotecnolégicos mas utilizados industrialmente es la fermentacion
microbiologica, que constituye el eje principal en la obtencion de polimeros biodegradables

como Polihidroxialcanoatos (PHAS).

Los PHAs como indica Rodriguez, S (2021) son polimeros provenientes de acidos
hidroxialcanoicos, producto intracelular granulado de la sintesis de azucares en un ambiente
de estrés, acumulado y reservado como fuente de carbono y energia por microrganismos.
Entre los PHAs se destaca el polihidroxibutirato (PHB), considerado un poliéster alifatico cuyo
rendimiento se ve maximizado en contacto con procariotas. Normalmente los
microorganismos producen PHB al encontrarse con un exceso de carbono o limitaciones

nutricionales como son nitrégeno, fosforo y oxigeno.

El polihidroxibutirato (PHB) caracterizado por su biocompatibilidad, biodegradabilidad,
cristalinidad regular y moderada resistencia mecanica se posiciona como una alternativa
prometedora frente a los plasticos convencionales (Arrieta, 2014). Sin embargo, una limitante
para su aplicacion extendida es el costo de produccion que se encuentra entre 5 a 19 veces
mayor que la obtencion de polimeros convencionales. (Raza, et. al. 2018). Por esta razén,
Yang et. al. (2018) resalta la importancia de estudiar nuevas fuentes de carbono como la
biomasa lignoceluldsica, debido a que estas pueden llegar a reducir hasta un 50% del costo
de produccion; pues, al utilizar biomasa lignocelulésica también se modifica parametros de
fermentacion, extraccion y purificacion (Govil, 2022). Ademas, varios estudios demuestran
que la utilizacion de material lignocelulésico obtiene rendimientos significativos de

biopolimeros.



1.1. Problema

El plastico es un polimero sintético proveniente de combustibles fésiles, es de un solo
uso y sus tiempos de degradacion son prolongados. Sus multiples aplicaciones han provocado
un incremento en su consumo a nivel mundial a mas de 350 millones de toneladas, acarreando
consigo graves consecuencias medioambientales y un conflicto a solucionar en la gestion de
sus residuos (OCDE, 2022).

A nivel local el problema con el consumo de plastico se mantiene. De acuerdo a Soliz
(2021) Ecuador es el tercer pais Latinoamericano que importa mas material plastico, debido
en parte a las escasas politicas publicas para controlar su ingreso, comercializacién y
distribucion, a esto se suma, la alta demanda y la insuficiente concientizacion de los
consumidores. Por lo tanto, es indispensable tratar a los plasticos de un solo uso como un
problema grave en la actualidad.

En este contexto, es de suma importancia el estudio de nuevas técnicas o medios
alternativos para generar biopolimeros, teniendo en consideracion las ventajas
medioambientales y econdmicas que conlleva esta alternativa como solucién al uso del
plastico. Por esta razén, el presente estudio investiga el uso de residuos agroindustriales como
la cascara de pifia como fuente de carbono que en contacto con la bacteria Bacillus subtilis
pueda almacenar de manera intracelular polihidroxibutirato (PHB). Ademas de permitir
establecer aquellas condiciones iddneas e influyentes en la produccion del biopolimero.

De esta manera, se pretende aportar informacion e incentivar el desarrollo de nuevas
investigaciones, basadas en el potencial aprovechamiento de los residuos agroindustriales de
alta disponibilidad en el pais, buscando proponer un cambio en la matriz del plan de manejo

de residuos en el contexto ecuatoriano.

1.2. Delimitacion de estudio
El presente estudio limité la recoleccién de cascaras de pifia residuales en la jugueria

“Hawaii” ubicada en la parroquia Yanuncay, Cuenca-Ecuador. En este contexto es importante



indicar que el estudio tiene como sustrato la cascara de pifia de las variedades Milagreia y

Hawaiana.

1.3. Preguntade investigacion

¢,Como influye el control de distintos parametros en el proceso de produccion
fermentativa de PHB usando la bacteria Bacillus subtilis y como fuente de carbono la cascara
de pifa?

1.4. Justificacion

Al ser los plasticos provenientes de material fésil, una fuente no renovable vy
encontrarse en grandes cantidades por su uso desmesurado y dificil degradabilidad, son
actualmente uno de los problemas medioambientales en busca de soluciones ecoamigables
y socioecondmicas responsables. Aunque actualmente se practica la incineracion, reciclaje,
reutilizacion y la fotodegradacion como alternativas que aminoren el problema, existen ciertas
desventajas en el proceso que no permiten catalogarlas como soluciones efectivas. Por
ejemplo, el desprendimiento de HClI y HCN durante el proceso de incineracion causa
potenciales dafos en la salud humana. Por consiguiente, nace la propuesta de obtener
biopolimeros también conocidos por su nombre genérico, polihidroxialcanoatos (PHAs), entre
ellos el polihidroxibutirato (PHB). Este biopolimero presenta caracteristicas como
biocompatibilidad, biodegradabilidad, regular cristalinidad entre otras propiedades mecanicas
semejantes a los polimeros tradicionales, que lo han convertido en un sustituto promisorio del
polietileno (PE), polipropileno (PP), polietileno de alta densidad (HDPE) y el polietileno de baja

densidad (LDPE).

Como ya se mencion6 con anterioridad, dentro del costo de obtencion del PHB la
fuente de carbono representa entre el 30-50% del total, razén por la cual investigaciones
preliminares centran su interés en la biomasa lignoceluldsica. La presente investigacion

plantea la utilizacion de cascara de pifia como fuente de carbono, siendo esta una fruta que



se da bien en el entorno ecuatoriano; del mismo modo, en busca de un mejor rendimiento se
plantea el estudio y control de parametros como temperatura, pH, cantidad de inéculo y tiempo

de fermentacion.

1.5. Objetivos
1.5.1. General
Evaluar la capacidad de produccion de un biopolimero clase PHB por la cepa Bacillus
subtilis utilizando como sustrato cascara de pifa.
1.5.2. Especificos
o Desarrollar el método mas adecuado de produccion de PHB por Bacillus subtilis
controlando los parametros de fermentacion para optimizar su rendimiento.
¢ Analizar el biopolimero obtenido, mediante la técnica FT-IR para verificar que el mismo
sea de clase PHB.
¢ Cuantificar el rendimiento sustrato/producto mediante la evaluacién de parametros
fisicoquimicos que nos permitan conocer las mejores condiciones del proceso de
obtencion.
1.6. Hipbtesis
¢ Es posible obtener un biopolimero de clase PHB usando la bacteria Bacillus subtilis
y como fuente de carbono la cascara de pifia, bajo el control de ciertos parametros

fisicoquimicos influyentes en el proceso de fermentacion?



Capitulo Il. Fundamentacion teérica

2.1. Antecedentes

Sustratos como alcoholes, acidos organicos, carbohidratos, hidrocarburos, aceites y
diversas fuentes mas de carbono, esencialmente azlcares sintetizados de fuentes
lignocelulésicas naturales como indica Zarate (2020) permiten a la cepa bacteriana almacenar
cantidades de PHB, que pueden llegar a corresponder hasta el 90% en biomasa. Asi mismo
menciona la relacién dependiente entre la especie bacteriana utilizada y la cantidad de

biopolimero producido.

Segun Zarate (2020), dentro del estudio de cepas productoras de PHAs se encentran
Alcaligenes sp. Ralstonia eutropha, Pseudomonas sp y Azotobacter vinelandii. Asi mismo,
estudios afines como el de Rodriguez (2022) nos demuestra que el campo de bacterias
productores es aun mas amplio, incluyendo a Rhodococcus gordionae (R.g) y Jeotgalibacillus
Soli (J.s). El estudio de Facundo, L et al., (2022) utilizo las cepas Jeotgalibacillus Soli (J.s); E
indicum (E.i); Rhodococcus gordionae (R.g); M.h hydrocarbonoxydans (M.h), para ser
inoculadas en medio MMA, medio M1 y medio M6, siendo la diferencia entre ellos ciertos
nutrientes de la composicion. Con una alicuota por cada cepa las condiciones de inoculaciéon
para MMA fueron 120 rpm, 37° C por 24h; para M6 fueron 400 rpm, 30° C, 72h y M1 120 rpm,
37°C por 96 horas. Los resultados mostraron mayor crecimiento bacteriano en presencia de
glucosa baja en diferencia a sacarosa y concentraciones altas de glucosa. Asi mismo se
reportd que tres de las cuatro cepas J.s, R.g y M.h resultaron productoras de PHB, en los

medios MMA, M1 y M6 para J.s, R.g y solo M1 para M.h.

Por otra parte, las investigaciones de Lee et. al. (2021) centran su interés en las
especies de Bacillus ya que estan convirtiéndose en productoras potenciales de PHB debido
a que pueden producir homopolimeros y copolimeros sin ninguna ingenieria genética, crecen
rapidamente y poseen enzimas hidroliticas que pueden utilizar diversas fuentes de carbono

como residuos agroindustriales. Lee et. al (2021) agrega que la xilosa fue la mejor fuente de


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/hydrolase

carbono para la produccion de PHB para Bacillus sp. Siendo el medio mas optimo SM01 (1%

de xilosa, 2% de NaCl y 0,5% de extracto de levadura) con la mayor produccion de PHB.

Con el fin de estudiar la influencia de los parametros fisicoquimicos durante el proceso
de obtencién de PHB por Bacillus subtilis el estudio de Hassan et. al. (2019) aisla esta cepa
del campo de Jatropha usando distintos residuos agricolas e industriales como salvado de
maiz, trigo y arroz, residuos lacteos y melaza de cafia de azucar. Siendo la mejor fuente de
carbono el residuo de salvado de arroz para obtener PHB con 30,4% del peso de la celda
seca (DCW). Variables como pH, temporal de incubacién y volumen de inéculo fueron
condiciones realmente influyentes en la produccién de PHB; usando condiciones optimizadas,
se logré un aumento de seis veces en el contenido de PHB. Los PHB obtenidos a partir de

glucosa y salvado de arroz se caracterizaron utilizando Analisis H NMR, FT-IR, TGA y DSC.

En el estudio de Penkhrue et. al. (2020) “Método de superficie de respuesta para la
acumulacion de bioplasticos de polihidroxibutirato (PHB) en Bacillus drentensis BP17 usando
cascara de pifa” se aislo la bacteria BP17 del suelo compostado donde se realizaron estudios
comparativos de optimizacion para obtener una mayor acumulaciéon de PHB siendo uno de
los resultados mas bajos 0.17g/L el cual no tuvo modificacion de variables influyentes, a
comparacion del tratamiento donde los parametros mas 6ptimos fueron 11,5% (v/v) de
cascara de pifia, pH 6, inoculo 10% (v/v), temperatura de 28°C y temporal fermentativo 36

horas; dando como resultado 5.55 g/L de polihidroxibutirato.

En esta revision exhaustiva sobre bacterias capaces de obtener de polihidroxibutirato
(PHB), se ha puesto énfasis en explicar el papel innovador que cumple el género Bacillus,
siendo evidente el buen rendimiento en presencia de fuentes de carbono originarias de
residuos agroindustriales. Sin embargo, especificamente los estudios que analizan la
obtencion de PHB mediante la fermentacion de Bacillus subtilis y cascara de pifia son

escasos, por lo que, se requiere mayor investigacion referente al tema.



2.2. Generalidades de la pifa

La pifia (Ananas comosus) esta constituida nutricionalmente por un 90% de agua y 8-
10% de monosacaridos que se encuentran en forma de sacarosa, glucosa y fructosa; su
contenido de grasas y proteinas es muy baja por lo que es una buena fuente de fibra,
principalmente la cascara contiene un gran porcentaje de esta y un 12% de carbohidratos no

estructurales (Decheco, 2018).

Los residuos de la pifia como la cascara y la corona de hojas tienen un gran valor por
su contenido quimico de celulosa, lignina y hemicelulosa que son esenciales para la

elaboracion de productos de valor agregado (Morales, 2021).

2.3. Aprovechamiento de residuos de la pifia

A partir de los residuos que ofrece la pifia se pueden adquirir varios productos como
el bioetanol, aprovechando el material celulésico que posee, también se puede utilizar las
fibras de la corona de pifia como reforzador de resinas de poliéster mejorando la resistencia

a la ruptura por tension (Decheco, 2018).

Ramirez et al. (2011) sefala que la cascara de pina es potencial para la obtencién de
xilosa que puede convertirse en xilitol, que puede ser un reemplazo de la sacarosa siendo un
edulcorante con muchas ventajas para personas diabéticas, con osteoporosis y previene la

oftitis.

2.4. Composiciéon de material lignoceluldsico

Los materiales lignocelulésicos se localizan en las paredes de la biomasa vegetal que
constan de polisacaridos, compuestos fendlicos y minoritarios como lipidos, proteinas, entre
otros (Ramirez & Reyes, 2017). Actualmente, estos polisacaridos son estudiados por sus
compuestos de celulosa, hemicelulosa y lignina. La hemicelulosa esta constituida por

azucares que se obtienen principalmente por hidrdlisis acida. La lignina es un polimero
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aromatico que forma parte del tejido vegetal (Ramirez, et al., 2011); esta conformacion permite

la obtencion de productos sustentables y no contaminantes para el medio ambiente.

Kumar & Sharma (2017) describen el material lignocelulésico como un conjunto natural
de polimeros recalcitrantes que obligatoriamente debe someterse a un pretratamiento, ya sea

de tipo fisico y/o quimico con la finalidad de convertir polisacaridos en azucares fermentables.

2.4.1. Celulosa

Sharma et. al. (2019) describe la formacion de celulosa por la unién de celobiosa
(unidad de repeticién) y unidades R-D-glucopiranosas por enlaces 3 (1,4) glucosidicos,
compuestas por 500-1400 unidades de D-glucosa para formar microfibrillas y estas a su vez
fibrillas de celulosa. Yoo et. al. (2017) mencionan la relacion directa entre el contenido de
celulosa vy la liberacion de glucosa, donde el niumero de unidades de glucosa en el polimero

lo convierte en recalcitrante.

2.4.2. Hemicelulosa

En el estudio de Chandel et. al. (2018) se describe a la hemicelulosa como un
biopolimero heterogéneo, compuesto por subunidades de monosacaridos capaces de formar
mananos, glucomananos, xilanos y xiloglucanos, que representan el 20 al 35% del peso-
biomasa. La cadena principal de la hemicelulosa es el xilano, el cual es facilmente hidrolizable;
sin embargo, la composicion de las cadenas depende de cada especie vegetal y del método

de extraccion que se aplique. (Decheco, 2018)

Isikgor & Becer (2015) mencionan que la hemicelulosa es amorfa y de resistencia fisica
leve, facilmente hidrolizable en presencia de bases o acidos diluidos. Del mismo modo, Santos
et al. (2018) coincide en que la hemicelulosa es como una barrera fisica, limitante de la

actividad enzimatica; recomienda un pretratamiento con acido diluido capaz de destruir la
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hemicelulosa y asi aumentar la conversién de celulosa mejorando accesibilidad de las

enzimas.

2.4.3. Lignina

En la investigacion de Ragauskas et. al. (2014) se define a la lignina, como un
heteropolimero amorfo que tiene como unidad estructural a los fenilpropanoides; segundo
componente polimérico mas abundante en la biomasa lignocelulésica, llegando a representar
el 15-40% del peso seco. Dado que es capaz de unir la hemicelulosa a la celulosa, se la
cataloga como responsable de hidrofobicidad y rigidez estructural, siendo asi la lignina una

limitante en la conversion de la celulosa.

2.5. Pretratamientos del material lignocelulésico

A través del tiempo las técnicas de hidrdlisis han ido mejorando para obtener un mayor
rendimiento de azucares fermentables mediante el uso de celulasas; por esa razén, Decheco
(2018) hace mencidn a los pretratamientos esenciales del material lignoceluldsico (Figura.1)

siendo:

a) Pretratamiento fisico: reduccion de tamafio del material para poder aumentar el

area de superficie de hidrdlisis.

b) Pretratamiento de auto-hidrdlisis: Se lo realiza a altas presiones y temperaturas en

donde la hemicelulosa y lignina empiezan a solubilizarse.

c) Pretratamiento quimico: Se emplean acidos o bases dependiendo el material

lignoceluldsico a tratar para que la celulosa quede expuesta.

d) Pretratamiento oxidativo: Se agregan agentes oxidantes al material como el acido
acético, peréxido de hidrogeno u ozono los cuales afectan a las matrices de lignina

y hemicelulosa.
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e) Pretratamiento bioldgico: Se utilizan organismo como hongos, bacterias o partes
de un organismo como las enzimas capaces de solubilizar la lignina y dejar la

celulosa expuesta para su posterior hidrélisis.

Figura. 1

Efecto de pretratamiento en la matriz lignocelulésica

Lignin

Cellulose

Prctrcatmcnt

. 9&

\ ‘\Hcmlccllulosc

Nota. Recuperado de “Conversion of Lignocellulosic Biomass to Nanocellulose: Structure and
Chemical Process” (p. 18), por H. Lee et al., 2014, The Scientific World Journal, vol. 2014,
Article ID 631013.

2.6. Metabolismo de xilosa en microorganismos

Los materiales lignocelulosicos pueden ser ricos en azucares que componen la
hemicelulosa (xilosa, arabinosa y glucosa) pero principalmente D-xilosa. Malan (2015) recalca
la importancia de comprender las rutas metabdlicas de xilosa, como difieren y son
eficientemente utilizadas segun el microorganismo. En este contexto, Sthephens et. al. (2007)
describe dos rutas para la degradacion de la D-xilosa; una de ellas es la ruta de la xilosa
isomerasa utilizada por E. coli, Lactobacillus y ciertas especies de Bacillus. Jeffries (2006),
indica que en esta ruta se transforma directamente D-Xilosa en D-xulosa y posteriormente es

fosforilada, requisito necesario al momento de entrar en la via de pentosas fosfato.

Malan (2015) en su estudio, usa hemicelulosa hidrolizada, residuo rico en xilosa, como

sustrato de la bacteria Herbaspirillum seropedicae Z69. Obtuvo dos mutantes en las cuales
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se modificaron las rutas oxo-reductivas del catabolismo de la xilosa como uUnica fuente

carbonatada para optimizar el porcentaje de produccion de PHB.

2.7. Microorganismos productores de PHA

Ranganathan, et. al. (2020) y Obruca et. al. (2018) explican la obtencion de los ésteres
poliméricos de la familia de los PHAs (P3HB, PHBHHX, PHBO, P(3HB-co-3HV)) con las cepas
Azospirillum, Agrobacterium,, Alcaligenes, Azotobacter, Bacillus , Cupriavidus, E. coli

recombinante, Pseudomonas sp., Rhizobium, Rhodobacter, Rhizobium y Rhodobacter.

A nivel industrial la obtenciéon de PHB ocurre por fermentacion bacteriana. Dentro del
grupo de microorganismos  productores se encuentran  Alcaligeneeutrophus,
Azotobacterbeijierinckia, Pseudomonas Oleovorans, Rhizobium sp. y Bacillus sp. (Bababniyi,

B & Adelaja, O. 2020).

2.8. Criterios influyentes en la fermentacién
La capacidad de biosintesis de PHAs mejora sustancialmente la supervivencia de las
bacterias bajo numerosos factores de estrés como el choque térmico, la radiacién UV, el pH

acido y la presion osmoética. (Obruca et al., 2018)

2.9. Polihidroxialcanoatos (PHAS)

Existen diferentes tipos de plasticos biodegradables, como el acido polilactico (PLA),
el poli (succinato de butileno-co-butilenadipato) (PBSA), la policaprolactona (PCL) y los
polihidroxialcanoatos (PHA) (Adnan et. al. 2022).

Segun Lanotti et. al. (2018) los polihidroxialcanoatos (PHAs) junto con el acido
polilactico (PLA) conforman el grupo de plasticos de base bioldgica o biodegradables a base
de polimeros; los PHAs pertenecen a wuna gran familia de polimeros

termoplasticos. Silverio (2021) describe su origen microbiano al ser polimeros sintetizados y
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almacenados en forma de granulos de manera intracelular que luego actua como fuente de

energia y de carbono.

2.10. Clasificacion de las unidades monomeéricas de los PHAs

Estructuralmente los polihidroxialcanoatos, pueden variar con el cambio de R que
representa el grupo funcional segun el tipo de polihidroxialcanoato (PHA) (Figura 2) y cuando
el numero de unidades repetitivas de la cadena polimérica (n) ocupa valores superiores a

cero, proporcionando asi, el numero de repeticiones. (McAdam. et. al., 2020).
Figura 2

Estructura quimica tipica de las moléculas de polihidroxialcanoato (PHAS)
R0

n

R = 'CH3 Polyhydroxybutyrate

R = CHECHB Polyhydroxyvalerate

Nota. Imagen recuperada de McAdam, B et. al, (2020).
Tabla 1.

Estructura quimica de los polihidroxialcanoatos (PHAS)

R- Hidrégeno Poli (3 -hidroxipropinato)
n=1 Metil Poli (3 -hidroxibutirato)
Etil Poli (3 -hidroxivalerato)
Propil Poli (3 -hidroxihexanoato)
Pentil Poli (3 -hidroxioctanoato)
Nonil Poli (3 -hidroxidecano)
n=2 Hidrogeno Poli (4- hidroxiburato)
n=3 hidrogeno Poli (5 -hidroxivalerato)

Nota. Recuperado de McAdam, B et. al, (2020).
Dos Santos et. al. (2017) detalla la clasificacion de las unidades monoméricas de los

PHAs correspondiente a los atomos de carbono totales. Por un lado, estan aquellos que
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poseen 3-5 carbonos como el 3-hidroxibutirato (P3HB), 4-hidroxibutirato (P4HB)o 3-
hidroxivalerato (P3HV), denominados PHAs de cadena corta (PHAsCL) con propiedades
termoplasticas similares a las del propileno. En este grupo el mas destacado es PHB al tener

un grupo metilo en su estructura.

Por otro lado, estan aquellos que poseen 6-14 atomos de carbono conocidos como
PHAs de cadena media (PHAsMCL), como unidades monomeéricas a las que pertenecen 3-
hidroxihexanoato (HHx), 3-hidroxidecanoato (HD), o incluso unidades de comonémero de
cadena mas larga. Al presentar una longitud de cadena mas extensa poseen mayor flexibilidad
asemejandose al latex, menor cristalinidad, baja temperatura de transicion vitrea y una masa
molecular inferior en comparacion a las propiedades de PHAsCL. La cristalinidad, punto de
fusion, condiciones de cultivo, bacteria a emplear y la composicion quimica de PHAs obtenido

puede determinarse mediante el tamafio monomeérico lateral de la cadena.

2.11. Ruta metabdlica de los PHAS

Vrom et al. (citado por McAdam et. al., 2020) describe tres principales rutas para

obtenciéon de PHB:

e 1raruta: Corresponde a la apertura del anillo (ROP) de B-butirolactona (BL).

e 2da ruta: Utiliza como vehiculo las células de plantas transgénicas para la
biosintesis de PHAs aprovechando la alta disponibilidad de Acetil.CoA
presente. Kosseva & Rusbandi (2018) afirman que la modificacién de Linum
usitatissimum L. (Lino) produjo aumento en rendimiento de aproximadamente
el 20% frente a cultivos de control, y por ende, mayor acumulacién de biomasa.

o 3eraruta: Corresponde a la fermentacion bacteriana, como explica Dobrogojski
et. al. (2018) la obtencion de PHB tiene como molécula precursora al acetil-

CoA y se desarrolla en tres etapas con la intervencion de B-cetotiolasa
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simbolizada como phaA o phbB, acetoacetil-CoA reductasa como phaA o

phbB y PHB sintasa como phaC o phbC.

El proceso indicado por Kosseva & Rusbandi (2018) inicia con la glicolisis de una
azucar u otro reactivo formando moléculas de Acetil-CoA, que por intervencion de la enzima
B-cetotiolasa (phaA) se condensan en acetoacetil-CoA, posteriormente en (R)-3-hidroxibutiril-
CoA, para llegar asi a la etapa final donde acetoacetil-CoA reductasa (phbB) interviene en la
formacion NADPH para la obtencion del mondémero (R)-3-hidroxibutiril-CoA que
posteriormente sera polimerizado por PHB sintasa (phbC) obteniendo asi finalmente Poli(3-
hidroxibutirato).

Figura 3

Primera via biosintética para producir PHB a partir de acetil-CoA

i 1
CoA-S CH; CoA-S JJ\CHa
Acetyl-CoA Acetyl-CoA
f-ketothiolase [phbA]
CoA-SH
o o}
CoA-S Mcm
Acetoacetyl-CoA
NADH4
Acetoacelyl-CoA-raductase
NAD [phbB]
o] OH

%’”CHa
(R)-3=hydroxybutyryl-Coh

PHE synihase 3-hydroxybutyryl-CoA

[phibC]
CoA-SH

O CH, O  CHs
CoA-S MOMDH

3-hydroxybutyryl-CoA
phbC
CoA-SH

Nota. Recuperado de “Tendencias en la biofabricacion de polihidroxialcanoatos, con especial

atencion al procesamiento posterior” Kosseva, M., & Rusbandi, E. (2018).
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2.12. Polihidroxibutirato (PHB)

El polihidroxibutirato (PHB) es considerado uno de los PHAs mas comunes por su
estructura lineal sencilla. Grigore et. al. (2019) senala la importancia del grupo metilo (CH3) y
el grupo de enlace éster (-COOR) presentes en la estructura del PHB como grupos funcionales
responsables de las caracteristicas termoplasticas, hidréfobas, de alta cristalinidad vy
quebradizas de los materiales. El PHB posee un peso molecular (Mw) de 1x104-3x106 Da,
polidispersidad cercana a 2, temperatura de transicién vitrea 180 'C y densidades del PHB
cristalino y amorfo, 1,26 y 1,18 g (cm3)-1, respectivamente; estas propiedades descritas por
Penkhrue et. al. (2020) posicionan al PHB como una alternativa promisoria frente a otros
plasticos al poseer de manera cuantitativa un rango de valores similares a los polimeros

sintéticos.

Tabla 2.

Resumen de las propiedades mecéanicas del P3(HB) y de los polimeros de base
petroquimica (PP, PET, PE) y de base biolégica (PLA).

Propiedad P3HB PP PET LDPE HDPE PLLA  PDLLA
Mecanica
Modulo de 3-35 1.95 9.35 0.26-0.5 0.5-1.1 2.7- 1-3.45
traccion 414
(GPa)
Resistencia 20-40 31-45 62 30 30-40 15.5- 27.6-50
a la traccioén 150
(MPa)
Alargamiento 5-10 50-145 230 200-600 500-700  20-30 1.5-20
ala rotura
(%)

Grado de 50-60 42.6-58,1 7.97 25-50 60-80 13.94 3.5
cristalinidad

(%)
Temperatura 165-175 160-169,1 260 115 135 170- Amorfo
de fusion 200
(°C)

Nota. Recuperado de McAdam, B et. al, (2020).
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En cuanto a métodos de analisis de ciertas propiedades como la temperatura de fusion
(Tm), temp. de transicion vitrea (Tg), temp. de degradacién (Td) y grado de cristalinidad
autores como McAdam et. al. (2020) sefialan oportuno la utilizacion del método DSC
calorimetria diferencial de barrido y/o XRD difraccién de rayos X. En cuanto al método FT-IR:
Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier, es muy utilizada para el conocimiento
de la estructura molecular, la determinacion del nivel de purificacion de las muestras y
ultimamente también es utilizado para la investigacién de cristalizacion de los materiales de

PHA (Romano et. al. 2018).

2.13. Bacillus subtilis como productora de PHB
La cepa Bacillus sp. es descrita por Hassan et. al. (2019) como la primera cepa
productora de PHB, siendo un microorganismo gram positivo aislado principalmente del suelo

e intestino de ciertos animales.

Rodriguez et. al. (2013) centra sus investigaciones en el género Bacillus e indica que
€s una cepa que obtiene altos rendimientos de PHB. Asi mismo, Thirumala et. al. (2010) afiade
que son pocos los factores que necesita esta cepa en el proceso fermentativo. Rodriguez et.
al. (2013) sefala que especies como Bacillus sp. IPCB-403 y Bacillus megaterium S29 bajo
condiciones éptimas pueden llegar a almacenar hasta el 70% en PHB por peso seco celular.
Por su parte, Bomrungnok et. al. (2019) describe el uso de almiddn residual para la obtencion
directa de PHB con Bacillus aryabhattai T34-N4 y Bacillus cereus obteniendo para esta ultima

cepa el 48% del contenido de PHB.

2.14. Sintesis de PHB

Las condiciones desfavorables, como se menciona con anterioridad, pueden ser
nutrientes limitantes (N, Oz, S, P, etc) y/o excedencia de C, permiten la acumulacion

intracelular de PHB en una gran variedad de cepas bacterianas tanto gram negativas, como
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gram positivas reportandose hasta la fecha mas de 75 géneros diferentes, en arqueas y en

pocas eucariotas como hongos y levaduras. (Thapa et. al., 2019)

Sudesh (citado por McAdam et. al.,, 2020) explica que, segun el microorganismo
utilizado y el enfoque de obtencion del material, se puede obtener PHB isotactico o PHB
sindiotactico. El PHB isotactico es propio de un proceso bacteriano y existe poca o nula
estereoregularidad en configuracién R, siendo responsable la estereoespecificidad de la
enzima PHA sintasa. Por otra parte, mediante la sintesis quimica se puede conseguir PHB

sindiotactico.

Sudesh (citado por Martinez, 2018) explica que un granulo de PHA estructuralmente

esta integrado por proteinas responsables de la sintesis entre ellas:

o PHA de polimerasa codificada intracelularmente por el gen phaZ. Calero (2017)
explica que esta enzima es la responsable de volver reversible el proceso en
donde Acetil-CoA produce energia al reintegrarse al ciclo tricarboxilico
(ATC), después de haber sufrido inhibicidn por la restriccion de nutrientes y/o

la fuente superabundante de carbono.

o Fasinas, proteinas responsables de la creacién y consolidacion de las
inclusiones de PHAs.

e Gen phaC que sintetiza la enzima PHA sintasa codificada.

PHA sintasa es la enzima responsable de la polimerizacion y es capaz de identificar el
tipo de PHA sintetizado. Se clasifica en 4 tipos de acuerdo a la estructura primaria y a la

especificidad del sustrato (Martinez, 2018).
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Figura 4

Representacién grafica de la estructura de los granos de PHA

PHA sintasa

PHA
depolimerasa
A

Proteina de regulacion
Proteinas estructurales

N , \
Posibles fosfolipidos Polimero

Nota. Recuperado de Martinez, C (2018).

o 1er: Ralstonia Eutropha DSM 541 pertenece a todas las enzimas encargadas de
polimerizar mondémeros de cadena corta (PHAscl).

e 2da: Enzimas con actividad para monémeros de cadena larga (PHAmcl), grupo donde
pertenecen dos sintasas de Pseudomonas sp.

e 3er: En la mayoria de los casos son enzimas que polimerizan monémeros de cadena
corta. Clasificado en subunidades C y E de 40 kDa y 40 kD respectivamente;
corresponde a Chromatium vinosum, Thiocystis violacea, Thiocapsa Pfennigii y
Synechocystis sp. PCC 6803.

e 4to: Clase compuesta por unidades cataliticas PhaC y PhaR de 40 kDa y 20kDa
respectivamente. Son enzimas que polimerizan a mondmeros de cadena corta.

Destaca en este grupo el género Bacillus.

2.15. Propiedades del PHB frente a polimeros sintéticos

Permeabilidad de la barrera: En comparacion con el polietileno (PE) y propileno
(PP) la permeabilidad de la barrera del P3HB es superior. Asi mismo, en comparacion con el

polipropileno es mas rigido y menos flexible. (Yousuf &Winterburn, 2016)
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Capacidad degradativa: La capacidad de degradacion total, descrita por Adnan
et.al. (2022) ocurre en un periodo de tiempo prudente cuando el PHB tiene contacto con el
entorno bioldgico (suelo, agua, compostaje aerobio y anaerobio) o en instalaciones de

tratamiento bioldgico.

Lamberti et al. (2020) establece que tan solo en un periodo de 90 dias y un rango de
temperatura de 50 a 60 °C son suficientes para la descomposicion completa del PHB. Del
mismo modo, Jogi & Bhat (2020) estudiaron la tasa de degradaciéon en ambientes marinos,
comprobando asi que el PHB en el periodo de un afo puede degradarse hasta un 80% en
ambientes acuaticos a temperatura ambiente. En comparacion a la degradaciéon de otro
biopolimero como el acido polilactico (PLA) que representa apenas el 8% en las mismas

condiciones.

Las caracteristicas estructurales ya mencionadas y las propiedades fisicoquimicas
como son la biodegradabilidad, resistencia a la exposicion de rayos UV, su baja actividad con
el agua, alta elasticidad, segun expone Saratale et al., (2020) podria convertir a los
biopolimeros en un sustituto promisorio del plastico y a las actuales aplicaciones que conlleva
el uso del mismo.

2.16. Costo de produccion de PHB

Conociendo las numerosas ventajas que presenta el PHB, los investigadores centran

su interés en reducir los costes de produccion. Asi lo indican Bababniyi & Adelaja

(2020) quienes proponen el uso de material agroindustrial, aislando microorganismos

productores de PHB a partir de materias primas baratas.

En este contexto, sabiendo que el coste de produccion es uno de los limitantes para
la producciéon y comercializacion extensiva de PHB. Yang et. al. (2018) resalta la
importancia de estudiar nuevas fuentes de carbono como la biomasa lignocelulésica

debido a que estas pueden llegar a reducir hasta un 50% del costo de produccion,
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dado que al utilizarla también se modifica parametros de fermentacion, extraccion y

purificacion.

Capitulo Ill. Materiales y Métodos
3.1. Disefio
El disefio que se uso para esta investigacion es de caracter experimental, ya que se
busca demostrar la producciéon de PHB que tiene la bacteria Bacillus subtilis usando como
fuente de carbono la xilosa, obtenida de la cascara de pifia, mediante la variacion de sus
parametros de fermentacion.
= Experimental puro

Se deben controlar todos los factores criticos que pueden generar cambios en el

proceso.

- Validez interna: Garantiza que los efectos o resultados son producto del
tratamiento fermentativo en el biorreactor y no de factores que deben ser
controlados.

- Validez externa: Generaliza los resultados a otros estudios y otras condiciones de

parametros en la fermentacion microbiana.

3.1.2. Disefio experimental

3.1.2.1. Tratamiento de Hidrolisis

Para comprobar el mejor tratamiento con acido sulfurico diluido se generaron los
factores propuestos mediante el software estadistico Statgraphics Centurion versién XVII
(Tabla 3) usando el modelo de superficie de respuesta con un disefio se ha creado un disefio
compuesto central: 2*3+estrella el cual estudiara los efectos de 3 factores en 16 corridas. Un
solo bloque sera el disefio a ejecutar. El orden de los experimentos ha sido completamente

aleatorizado (Tabla 4) con el fin de evitar el efecto de variables ocultas.



Tabla 3.

Distribucion de factores mediante modelo de superficie de respuesta.

FACTORES BAJO ALTO
Concentracion 4 6
Tiempo 10 83
Temperatura 98 121

Tabla 4.

Variables aleatorias segun los factores establecidos por Statgraphics

C. H2S04 (%) Tiempo (min) Temperatura °C

6 15 121
5 30 118
6 83 98
4 20 115
4 10 121
6 30 121
5 80 100
6 20 115
5 25 121
4 83 98
6 25 115
5 28 120
5 15 121
4 15 121
5 80 98

5 60 105
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3.1.2.2. Tratamiento de fermentacion

Para establecer el efecto de produccién de PHB con los distintos tratamientos (Tabla
5) en su rendimiento optimo se propuso una estructura de una via con un disefio
completamente al azar (DCA) y una secuencialidad en registro transversal, donde los

tratamientos se sometieron a pruebas destructivas.

Tabla 5.
Tratamientos modelados por la combinacion de: pH, temperatura y medio para la

produccion fermentativa de PHB

Tratamiento pH Temperatura Medio
T1 6.20 37 °C M3
T2 6.20 37 °C M2
T3 6.20 37 °C M1
T4 5.67 35.8°C M1
T5 5.67 35.8°C M2
T6 7.77 36.7 °C M3
T7 7.77 36.7 °C M2
T8 7.77 36.7 °C M1

Nota. M: hace referencia al tipo de medio que se utilizé para la fermentacién. Medios
descritos en el apartado 3.5.5. en la Figura 17.

3.2. Poblacién y muestra

En la presente investigacion se estudiara una poblacion finita y accesible que es el
caso de los residuos de la pifia (cascara) que se van adquirir en la jugueria “Hawaii” de la
ciudad de Cuenca, los cuales mediante un muestreo al azar simple van a servir como Unica
fuente de carbono para Bacillus subtilis en la produccién de PHB.

3.3. Variables

3.3.1. Variable Independiente

Parametros fisicoquimicos: Temperatura, pH, medio de fermentacién
3.3.2. Variable Dependiente

Bacteria Bacillus subitilis productora de PHB.
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3.4. Recogida de datos
Se utilizd la técnica de observacion cuantitativa, en la cual los resultados que se
obtienen se basan en métodos de analisis estadisticos y numéricos. Se observaron los datos
relacionados con un valor numérico como el peso, el volumen, la escala de temperatura y
concentraciéon de azucares los cuales se adquieren en el proceso de produccion de PHB.
- Instrumentos de observacion libre: libreta de notas, camara fotografica y FT-
IR.
- Instrumentos de observacion estructurada: escala de estimacion que mide
como se manifiesta la produccion de PHB al variar las condiciones

fisicoquimicas del biorreactor.

3.5. Protocolos Experimentales

3.5.1. Andlisis proximal quimico
Para los distintos analisis se utilizé la materia organica en seco (Figura 5) para facilitar
los analisis ya que las cascaras de pifia tienen un alto contenido hidrico, estos procedimientos

se realizaron por triplicado y se obtuvo un promedio de los resultados.

Figura 5

Céscaras de pifia secas

Nota. Cascaras de pifia secadas en estufa a 60 °C por 48 horas.



3.5.1.1. Humedad

Para determinar el porcentaje de humedad presente en las cascaras de pifia se
utilizé el analizador de humedad Mettler Toledo HB con lampara de halégeno (Figura 6),
donde se peso 4 g de muestra.

Figura 6

Analizador de Humedad con lampara hal6geno

A

=%

3.5.1.2. Cenizas totales

Para esta prueba se utilizo el protocolo de analisis 923.03 de la AOAC (1990) con
ciertas modificaciones, las cuales se especifican en la Figura 7.

Figura 7

Esquema del proceso de analisis de cenizas

Descender la

Reduccion de
particula 250 um

Pesar 2g de
muestra en el
crisol

temperatura de la
mufla hasta 100
°C

Retirar humedad

. Calcinar la Colocar los
ge(algfu;:;zoé%so%n muestra en una crisoles en el
por 45 min cocineta desecador por 1h
Encinerar la Una vez en
muestra enfriado pesar los

Pesar crisoles
vacios

calcinada en la
mufla a 550 °C
por 8h

crisoles con la
muestra de
cenizas y calcular
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Para el célculo se usé la siguiente formula:

Cenizas(%) = %x 100 [1]

Po= Peso de crisol vacio
Po= Peso de crisol con la muestra

Po= Peso de crisol con las cenizas

3.5.1.3. Grasas totales

Se determind las grasas totales presentes en la cascara de pifia mediante extracto
etéreo 920.39C descrito por la AOAC (1990) donde se realizaron modificaciones para la cual
se pesoé un vaso de precipitacion de 50 ml vacio y se agregé 1 g de la muestra previamente
pulverizada afiadiendo 10 ml de H>.SO4 50%, seguido de esto se colocd en bafio maria con
agitacién constante hasta que se observé una disolucion y calcinacion total provocando una
digestién quimica de moléculas que no sean grasas, una vez llegado a ese punto se dejo
enfriar la muestra y se coloc6d un doble de volumen de éter de petrdleo en un embudo de
decantacién con una agitacion vigorosa hasta disolver la grasa de muestra, teniendo cuidado
con la liberacion de los gases producidos por la reaccion, finalmente se dejoé en reposo por 2
horas donde se recogio6 la fase etérea en el vaso de precipitacion previamente pesado, donde
se evaporo en bafio maria el éter de petréleo dejando las grasas presentes en el residuo de

la muestra. (Figura 8).
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Figura 8

Proceso de extracto etéreo

Nota. A. Se observa la formacion de las dos fases. B. Se observa la obtencion final de la grasa

presente en la cascara de pifia.

Aplicamos la siguiente formula obteniendo los porcentajes de grasas presentes en la

cascara de pifa.

eso final-recipiente vacio
%grasas = pesof L x100 [2]

g muestra

3.5.2. Acondicionamiento del sustrato

Para el pretratamiento de la materia prima o sustrato (cascaras de pina) se tomo la
metodologia sugerida por Ramirez (2012), en su trabajo “Obtencién de xilosa a partir de
desechos lignoceluldsicos de la produccion y proceso industrial de la pifia (Ananas comosus)”
el cual se le modificd con las sugerencias de Decheco (2018) en su investigacion “Obtencion
de jarabes glucosados a partir de cascaras de Ananas comosus (pifia) mediante hidrdlisis
enzimatica de celulasas” para asegurar que no exista cualquier formacion de inhibidores
durante el proceso (Figura 9).

Debido a que en el hidrolizado se obtuvo un pH bastante acido se preparé una solucion
buffer con compuestos que no alteran las azucares obtenidas, se hizo una solucién acido
citrico/acetato/carbonato. Para los reactivos puros de acido citrico y acetato de sodio se

realizé una primera solucion de 2.10 g y 2.94 g en 100 ml respectivamente. La segunda
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solucion se mezclé 7.2 ml de CgHgO- y 42.8 ml de CH3COONa aforando a 100 ml para adquirir

un pH de 6.2. Finalmente, para reforzar la solucion buffer se agregé carbonato de calcio con

una concentracion 1N evitando que al agregar la muestra de sustrato hidrolizado interfiera en

el pH del buffer. Una vez preparado el buffer se procedié a preparar tres pH diferentes

cambiado las disoluciones respectivamente para la fermentacion.

Figura 9

Tratamientos del material vegetal para la obtencion de la fuente de carbono (xilosa) a
utilizar

Pretratamiento del material
vegetal

-

e Reducir el material en trozos
pequefios, retirando la pulpa en
su maximo (Figura 10)

el avar para evitar contaminacion.

e Tratamiento térmico 30% (p/v)
durante una hora a punto de
ebullicién (100 °C)

e Mosto de licuado de las cascaras
de pina. (Figura 11)

~

® VYVV

J

Figura 10

Céscara de pifia en tamafio reducido

Tratamiento del
sustrato

Hidrdlisis acida 10 g en 100 ml:
H,SO, diluido (Figura 12)
4-5-6% viv

98-121°C

10-83 min.

Ajuste de pH 4.8-6.5 con un
buffer de C¢HgO, +
CH3COONa + CaCOs,

~
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Figura 11

Mosto de la cascara de pifia

Figura 12

Tratamiento de hidrdlisis acida diluida (4%-5%-6%).

3.5.3. Cuantificacion azUcares reductores

Para la cuantificacion de azucares reductores presentes en la hidrélisis de la cascara
de pina se aplicoé el método del acido 3,5-dinitrosalicilico mencionado por Burgos (2020) con
adaptaciones en las diluciones preparadas para de la curva de calibracion.

Partiendo de 50mg de glucosa y 50mg de fructosa como soluciones estandar, se
prepararon sus respectivas diluciones a concentraciones de 5000 ppm, 500ppm, 50ppm y

5ppm aforadas en 25 ml como se muestra en el esquema de la Figura 13. Tomando 1ml de
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soluciéon patron y llevandolo a un tubo de ensayo se afiadi® 1mL de reactivo DNS.
Posteriormente se analizé la presencia de glucosa y fructosa de las muestras hidrolizadas en
el espectrofotometro UV-Vis equipo Jasco V-630. (Figura 14).

Figura 13

Esquema de la curva de calibracién con adaptaciones

Curva de calibracion

Glucosa: 50 mg Diluciones en agua destilada: 5000 ppm,
Fructosa: 50 mg i 500 ppm, 50 ppm, 5 ppm
Figura 14

Andlisis de hidrolizados de céscara de pifia en UV-VIS

3.5.4. Activacion del microorganismo

Se utilizé la cepa de Bacillus subtilis ATCC (6633) disponible en el banco de
microorganismos de microbiologia perteneciente a los laboratorios de Ciencias de la Vida
(Universidad Politécnica Salesiana-Cuenca). Se hizo una siembra en Agar Nutritivo semisélido
y liquido por 48 horas en condiciones normales de incubacion (37 °C en estufa) para obtener

la mayor cantidad de células viables para la fermentacion (Figura 15).
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Figura 15

Activacion del microorganismo

Nota. La imagen de la izquierda muestra la preparacion de agar nutritivo semi sélido. La imagen

de la derecha muestra la preparacién de agar nutritivo liquido.

3.5.5. Ambientacién del microorganismo

Se debe desarrollar una adaptacion de la nueva fuente de carbono del microorganismo
que en este caso sera la xilosa obtenida de la cascara de pifia, para esto se hizo mezclas
iniciales del nuevo sustrato con Agar nutritivo y evaluando la tolerancia del microorganismo
hasta reemplazar en su mayoria la fuente de carbono tradicional por la nueva (Figura 16) cada
ambientacion se realizé a nivel de matraz en shaker con agitacién orbital( Thermo Scientific
MaxQ 4000 ®) (Figura 17) a un pH de 6.2 con temperatura de 36.7 °C a 115 rpm en un

periodo de 96 horas.

Figura 16

Ambientacion de Bacillus subtilis ATCC (6633) al hidrolizado de cédscara de pifia

M1: Agar nutritivo (75 ml) + Sustrato (25 ml)
M2: Agar nutritivo (50 ml) + Sustrato (50 ml)
M3: Agar nutritivo (25 ml) + Sustrato (75 ml)

Nota. Las notaciones M1, M2 y M3 hacen referencia a los medios compuestos por

agar nutritivo y sustrato.
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Figura 17

Ambientacion en Shaker con agitacion orbital

3.5.6. Produccion fermentativa del PHB
Para la produccién fermentativa se utilizd la metodologia propuesta por
Yuksekdag (2004) en su investigacion “Effect of carbon and nitrogen sources and incubation
times on poly-beta-hydroxybutyrate (PHB) synthesis by Bacillus subtilis and Bacillus
megaterium”, donde se modificé las condiciones de operacion para la fermentacion (Tabla 6)
realizdndose 8 tratamientos previamente descritos en el apartado 3.1.2.2. (Tabla 5), los cuales

se hicieron por triplicado para evaluar la capacidad de produccién de Bacillus subtilis.

Tabla 6.

Parametros de fermentacion

pH Temperatura Medio
5.67 35.8 °C M1
6.20 37 °C M2

7.77 36.7 °C M3




34

3.5.7. Extraccion y purificacion del PHB

Pasado el tiempo de produccién de PHB, se procedié a su extraccion y purificacion
aplicando la metodologia mencionada en el trabajo de Farfan (2019) “Extraccion, purificacion
y modificacion de un biopolimero del tipo poli (3-hidroxibutirato) obtenido de la fermentacion
de acidos grasos con B. cepacia.” con la digestion cloroformo-hipoclorito de sodio (4% v/v).
(Figura 18).

Figura 18

Esquema de extraccién y purificacion del PHB

Extraccion Purificacion

eCentrifugacion 1500 rpm por 10 eCentrifugacion 3500 rpm por 5 min

min. el avado de pellet con agua
*Resuspension del pellet en un destilada.

volumen igual al de hipOCIOritO de :> *2da Centrifugacién y hacer un

sodio al 4% lavado con acetona y éter dietilico
eIncubacién 3h temperatura para eliminar.

ambiente. oE| pellet extraido se resuspende en

cloroformo a 50 °C y se seca en una
estufa a 60 °C por 30 min.

3.5.8. Rendimiento del PHB a partir del sustrato

Una vez purificadas todas las muestras se peso el producto el obtenido en mg/ml para
determinar el rendimiento experimental obtenido en cada tratamiento.

Para calcular el rendimiento del producto a partir del sustrato se utilizé la siguiente

féormula:

RPS = producto formado(mg) [3]

sustrato consumido (mg)

3.5.9. Caracterizacion del PHB en el FT-IR

Para la caracterizacion de PHB se usé la técnica analitica de Espectroscopia infrarroja
por transformada de Fourier, la cual se analizé en Thermo Scientific Nicolet TM S10 FT-IR
(Figura 19) evaluando los espectros generados a través del software OMNIC, también se
realizé una comparacién con el poli(3-hidroxibutirato) de la biblioteca HR Hummel Polymer

and Additives.
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Figura 19

Andlisis de muestras en el FT-IR

3.6. Analisis estadistico

Se analizaron estadisticamente los datos obtenidos de los distintos tratamientos de
produccion fermentativa de PHB mediante el software estadistico R version 4.3.1, los cuales
se analizaron con la prueba estadistica ANOVA de una via, mediante la aplicacion de un
DCA Disefio Completamente al Azar, nivel de significancia p= 0.05; evaluando normalidad y

homogeneidad de varianzas.
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Capitulo IV. Resultados y discusion

4.1. Analisis proximal quimico

Los resultados obtenidos del analisis bromatoldgico realizado a la cascara de pifa
vienen influenciados por la variedad de pifia, su temperatura, temporal de secado, método de
secado utilizado, entre otros. En esta investigacion los resultados obtenidos fueron los

siguientes:

4.1.1. Andlisis quimico de humedad

Tabla 7.

Resultados de las pruebas de Humedad

Pifia Peso inicial Peso final % de Humedad
Muestra 1 3.304g 2.84¢g -13.17
Muestra 2 3.355¢g 2.98¢g -10.70
Muestra 3 3.2769g 2.969 - 10.01

~13.17 — (-10.70) — (- 10.01)
3

Promedio humedad total =

Humedad total = 2.51%

El porcentaje promedio resultante de las muestras por triplicado nos proporciona un
valor de 2.51% para la cascara de pina. Aguirre, J (2022) referenciando a Lopez (2014), quien
afirma que la humedad es inversamente proporcional a la temperatura y temporal de secado
y que esta es la razon por la cual los porcentajes de humedad ocupan un amplio rango, desde
2.33 % a 3-68% a trabajar a temperaturas de 70- 80°C Por otra parte los resultados obtenidos
por Cedefio & Zambrano (2014) y Aguirre, J (2021) correspondian a 9,44 y 9,84%
respectivamente atribuyendo como factor causal los 60°C como temperatura de secado a la

que se trabajo.



Tabla 8.
Resultados de cenizas totales
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Muestras Peso del Gramos de Peso del Gramos de % Ceniza
crisol vacio muestra crisol con muestra
(P1) ceniza (P2) seca
(P2- P1)
Muestra 1 28,02 2,02¢ 28,11 0,09 4,45%
Muestra 2 25,96 2,019 26,06 0,10 4.92%
Muestra 3 27,15 29 27,27 0,12 5,94%
Cenizas(%) = Pz——ox 100
’ Py — Py

9
x100 = 4,45%

M1 Cenizas(%) = 202

0
x100 = 4,92 %

M2 Cenizas(%) = 203

2
x100=5,94%

, o —
M3 Cenizas(%) > 02

Promedio de cenizas totales

4.45% + 4.92% + 5.94%

Cenizas Total (%) = =5.10%

3

La cantidad de ceniza o residuos inorganicos promedio de las tres muestras analizadas

fue de 5.10%, levemente diferente al valor que explica Peralta, A (2020) referenciando

a Lopez (2011) quien en su estudio obtuvo la composicién nutricional para diferentes

partes de la pifia, correspondiente a cenizas un 5,2 %

4.1.3. Grasas Totales

Tabla 9.
Porcentaje de grasa presentes en la cascara de pifia

Muestras Recipiente Gramos de Peso final Grasas %
vacio muestra

Muestra 1 35.57 19 35.60 3%

Muestra 2 34.68 19 34.70 2%

Muestra 3 35.57 19 35.59 2%
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peso final — recipiente vacio

%grasas = g muestra x100
35.60 — 35.57
M1 %grasas = 1 x100=3%
34.70 — 34.68
M2 %grasas = 1 x100 =2%
35.59 — 35.57
M3 %grasas = 1 x100 =2%

Promedio de grasas totales

3+2+2
%grasas:T=2.33%

Los datos porcentuales del contenido de grasa presente en cada muestra de cascara
de pifa por triplicado se presentan en la Tabla 9. Siendo el valor promedio de grasas
totales 2.33 % lo cual concuerda con la literatura como indica Kosseva, M. R., &
Rusbandi, E. (2018) existe un rango de 2-3% pero que, segun la variedad de pina, el

mismo se amplia 0.6 — 5.57%.

4.2. Cuantificacion de azucares reductores
Como resultado de la hidrdlisis del sustrato (cascara de pifia) se cuantificaron los
monosacaridos (glucosa y fructosa) presentes (Tabla 10). Se hizo el analisis de la cantidad

de fructosa presente como estandar ya que representa la xilosa como pentosa.



Tabla 10.

Resultados de cuantificacion de azucares reductores
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C. H2SO04(%) Tiempo (min) Temperatura °C  Glucosa (mg) Fructosa
(mg)

4 20 115 513,68 442,34
4 10 121 428,21 343,985
4 83 98 312,25 338,907
4 15 121 492,16 295,52
5 30 118 5125,81 5035,24
5 80 100 268,13 399,78
5 25 121 887,26 1023,95
5 28 120 4782,261 5025,272
5 15 121 682,664 550,971
5 80 98 713,551 1513,26
5 60 105 601 450,44
6 15 121 700,86 762,33
6 83 98 1097,87 1742,49
6 30 121 621,509 967,964
6 20 115 774,86 1189,54
6 25 115 697,991 813,303

Con los resultados obtenidos en la Tabla 10 a partir del disefio de superficie de

respuesta se realizaron distintos analisis por cada monosacarido.
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4.2.1. Andlisis estadistico de azucares reductores: Glucosa
e R-cuadrada =43,4753 %

e R-cuadrada (ajustada por g.l.)=0,0 %

Los valores obtenidos indican la calidad moderada de prediccion del moldeado siendo:

R-cuadrada (ajustada por g.l.) = 0,0 % nos indica que el modelo no necesito ser
ajustado de forma abrupta porque se esta trabajando con un disefio central basado 2x2,
flexible a ligeros cambios, el modelo se logra fijar a un 100%, por ende, el R cuadrado no
logra variar. R cuadrado (ajustada por g.l.) rechaza la inclusion de variables irrelevantes en
el modelo, lo que ayuda a evitar el sobreajuste

El valor de R cuadrado correspondiente a 43,4753 % se da por que nos referimos a un
estudio exploratorio donde se habla de interpretacion en un intervalo de confianza del 95%,
es decir, el rango donde podemos movernos.

Figura 20.

El Diagrama de Pareto presenta la significancia para los parametros mas influyentes y

su interaccioén
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Nota. El grafico representa el efecto estandarizado para hidrolisis. Donde A: Concentracion, B:
Tiempo, C: Temperatura, AC: Concentracién/Temperatura, AB: Concentracion/tiempo, BC: Tiempo/

Temperatura, AA: Concentracion/ Concentracién, BB: Tiempo/ Tiempo, CC: Temperatura/ Temperatura



41

La Figura 20 representa la significancia para los parametros mas influyentes y su interaccion.
Siendo importante recalcar que ningun parametro de los principales concentracion,

temperatura y tiempo fueron significativos (p= 0,5952)

Figura 21.

Gréfica de efectos principales para hidrolisis
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Nota: Conc: Concentracion, Time: Tiempo y Temp: Temperatura.
En la figura 21 se presentd los valores que deben tomar las principales variables
influyentes en el proceso de hidrolisis aplicado para el pretratamiento a la cascara de pifia,

con el fin de conseguir una mejor separacion de la matriz lignocelulsica.
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Para el factor concentracion el acido debe tener concentracién 5%, el tiempo o temporal
fermentativo debe estar en los rangos de 30-45 min y la temperatura idénea en 118,154°C
valores que concuerdan y respaldan lo expuesto por las graficas de Pareto y grafica de
superficie de respuesta.

Figura 22.

Gréfica de superficie de respuesta
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Nota. Hidrdlisis de glucosa donde Concentracion: (mL), Tiempo: (min).
El diagrama de superficie de respuesta demostré una hidrolisis optima correspondiente
a un valor cercano a 5130 con una concentracion de acido cercana a 5,35% optima en un
tiempo cercano a 35 min.

4.2.2. Andlisis estadistico de azUcares reductores: Fructosa

En este andlisis, 0 efectos tienen un valor-'p menor a 0,05, indicando que no son
significativamente diferentes a un nivel de confianza del 95%.

Los valores obtenidos indican la calidad moderada de prediccion del moldeado siendo:
El estadistico R-Cuadrada correspondiente a la proporcion de variabilidad en datos de
hidrolisis de 40,2629% EI| error estandar es de 1774,94 la cual nos indica la desviacion
estandar de los residuos. El error absoluto medio (MAE) de 903,678 corresponde a la margen
de error promedio de los residuos en las predicciones a raiz del modelo utilizado. El
estadistico de Durbin-Watson (DW) de 1,7972 para este estudio nos indica la ausencia de

autocorrelacion significativa en errores del modelo, es decir, que estos datos no tienen una
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influencia significativa por el orden en el que se presenta. Esto se encuentra justificado por el

valor de p que es mayor a 5%, no habiendo asi una autocorrelacion serial.

Figura 23.

El Diagrama de Pareto presenta la significancia para los parametros mas influyentes y
su interaccion.
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Nota. El grafico representa el efecto estandarizado para hidrolisis. Donde A: Concentracion, B:
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Tiempo, C: Temperatura, AC: Concentracion/Temperatura, AB: Concentracion/tiempo, BC: Tiempo/
Temperatura, AA: Concentracion/ Concentracién, BB: Tiempo/ Tiempo, CC: Temperatura/ Temperatura
La Figura 23 representa la significancia para los parametros mas influyentes y su interaccion.
Siendo importante recalcar ningun parametro de los principales concentracién, temperatura y

tiempo fueron significativos (p= 0,565)

Figura 24.

Grafica de efectos principales en la hidrélisis
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En la figura 24 se presentd los valores que deben tomar las principales variables

influyentes en el proceso de hidrolisis aplicado para el pretratamiento a la cascara de pifia,



con el fin de conseguir una mejor separacion de la matriz lignocelulsica.
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Para el factor concentracion el acido debe tener concentracion 5,25%, el tiempo o temporal

fermentativo debe estar en los rangos de 45 min y la temperatura idonea cercana a 118°C

valores que concuerdan y respaldan lo expuesto por las graficas de Pareto y grafica de

superficie de respuesta.

Figura 25.

Gréfica de superficie de respuesta

Superficie de Respuesta Estimada
Temperatura =118,01

(X 1000,0)

Hidrolisis
=

44 438 52 5,6 6 0 20 Tiempo

Concentracion

Hidrolisis

=]

-2000,0
-400,0
1200,0
2800,0
4400,0
6000,0
7600,0
9200,0
10800,0
12400,0
14000,0

Nota Representa a la cuantificacion de fructosa. Superficie de respuesta 6ptima para la

hidrélisis donde Concentracion (mL), Tiempo (min), Temperatura °C.

El diagrama de superficie de respuesta demostré una hidrolisis optima

correspondiente a un valor cercano a 5035,24 con una concentracion de acido cercana a

5,35% optima en un rango de tiempo de 35- 40 min

4.3. Rendimiento del PHB a partir del sustrato

producto formado(mg)

RPS =

sustrato consumido (mg)

[3]

Se aplico la férmula [3] para los 8 tratamientos propuestos en la metodologia con su
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triplicado para comprobar el rendimiento que tuvo Bacillus subtilis usando la cascara de pifia

como productora de PHB. (Tabla 11).

Tabla 11

Rendimientos de PHB a partir del sustrato

Medio T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
M1 7,50 3,50 3,70 2,60 240 109,0 108,8 108.1
M 2 7,20 3,50 3,50 2,50 2,30 108,99 1086 108,0
M3 7,80 3,80 3,90 3,80 2,60 109,17 109,0 109,1
Promedio 7,5 3,6 3,7 2,96 243 109,0 108,83 1084
Rendimiento del
Producto formado Sustrato

Tratamiento

PHB a partir del

(mg) consumido (mg)
sustrato (RPS)

T1 7.5 762.33 9.84 x1073
T2 3.6 399.78 9.00 x1073
T3 3.7 550.971 6.72 x10°3
T4 2.96 1742.49 2.12 x103
T5 243 5035.24 1.48 x10°3
T6 109.0 295.52 0.37

T7 108.83 343.985 0.31

T8 108.4 442.34 0.0911

La Tabla 11 nos proporciona informacién correspondiente al rendimiento de PHB

obtenido en cada tratamiento, siendo el mayor valor el tratamiento que mejor resultados

demostré y el menor valor aquellas condiciones que no favorecieron a un buen rendimiento.

Asi es posible evidenciar que los mejores resultados se obtuvieron con las condiciones del

tratamiento 6 (T6) con 0.37, valor de rendimiento mas alto, seguido del tratamiento 7 (T7) con



47

0.31 y finalmente tratamiento 8 (T8) con 0.0911.

4.4. Andlisis estadistico del producto obtenido (PHB)

Con los pesos obtenidos de PHB (mg) se realizé un analisis estadistico de modelo
ANOVA de una via con un Disefio Completamente al Azar, donde se determiné que la variable
de salida no presentd una distribucién normal (Tabla 12), por este motivo se hizo una
transformacion de datos y mediante la prueba de Shapiro-Wilk se probé que los datos
presentan una distribucion normal (Tabla 13), finalmente se hizo las pruebas paramétricas de
comparaciones multiples por diferencia significativa honesta de Tukey (DSH-Tukey) y los

resultados se presentaron con el 95% de intervalos de confianza.

Hipotesis
Hip6tesis Nula (HO): Los datos cumplen la distribuciéon normal

Hipodtesis Alternativa (H1): Los datos no cumplen la distribucion normal.

Tabla 12.

Prueba de Shapiro-Wilk / datos originales

P < 0.01 se puede decir que los datos ho muestran una distribucion normal.

Shapiro-wilk normality test

data: producto
W = 0.87585, p-value = 0.008862




Figura 26.

Grafica de la prueba de normalidad / datos originales

Normal Q-Q Plot

15 20

Sample Quantiles
10

Theoretical Quantiles

Tabla 13.

Prueba de Shapiro-Wilk / datos transformados

P > 0.01 se puede decir que los datos muestran una distribucién normal.

Shapiro-wilk normality test

data: r
W = 0.92361, p-value = 0.07024

Figura 27.

Grafica de la prueba de normalidad / datos transformados

Normal Q-Q Plot

Sample Quantiles

Theoretical Quantiles
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Tabla 14.

Prueba ANOVA
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Si p < 0 los resultados difieren con alfa entre si.

Df Sum Sg Mean 5g F value Pr(=F)

tratamientos
Residuals

718,123 2.5891 223.6 9.56e-15

16 0.185 0.0116

tratamientos wws
Residuals

Signif. codes:

0

o vy sy ! |:|_ [][]1

PEET Q.01 T 0.05 LT 0.1 F 1

La prueba ANOVA muestra *** para los tratamientos, lo que estadisticamente

significa que el valor de la prueba F muestra que los resultados son significativamente

diferentes de cero con un nivel de confianza del 95,0%.

Tabla 15.

Prueba DSH-Tukey

TG
T7
TE
T1
T3
T2
T4

T5

producto.t groups

P B = R ST NI S S Y

.5913476
. 6E95102
.GB5E1VE
.0143693
. 3073574
. 2801757
.0689344
.BEY9631

m
fos S S Y T s« 1« O

Se puede observar en los resultados de la Tabla 15 que en T6, T7 y T8 (a) y T3, T2,

(c) no existe una diferencia significativa entre los tratamientos; mientras que en los

tratamientos T1 (b), T4 (cd) y T5 (d) si existe una diferencia significativa con respecto al resto

de tratamientos.
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Figura 28.

Graéfica de Prueba de DSH-Tukey
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4.5. Caracterizacion del PHB en polvo por el FT-IR

Se observaron todos los productos en polvo resultantes de los tratamientos realizados

en el FT-IR haciendo una comparacion con los picos representativos de los grupos funcionales

del PHB, donde T6, T7 y T8 mostraron la mayor similitud al compararlo al PHB registrado en

la biblioteca Hummel Polymers and additives.
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Figura 29.

Grafica comparativa de T6. Resultado muestra 63.58 de similitud
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Figura 30.

Gréfica de picos T6
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Muestra una banda de absorcion aguda en 1723.04 cm™ que corresponde a
estiramientos del enlace C=0, otra banda se observo en 1277.87 cm™ que corresponde al
grupo C-H, la presencia de estas bandas han sido reportadas como marcador representativo

de PHB. También se observé bandas intensas entre 1000 y 1300 cm™ caracteristicas del
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grupo éster C-O. Las bandas del 2851.16 y 2921.07 cm™ muestran presencia de CH; y CH;
con estiramientos asimétricos y simétricos respectivamente. Las bandas que muestran el

grupo OH terminal son de 3286.40 cm™.

Figura 31.
Gréfica comparativa de T7

Resultado muestra 59.09 de similitud
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Figura 32.

Grafica de picos T7
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Muestran estiramientos del enlace C=0 con 1723.19 cm™', otra banda se observo en
1278.08 cm™" que corresponde al grupo C-H, la presencia de estas bandas han sido reportadas
como marcador representativo de PHB. También se observé bandas intensas entre 1000 y
1300 cm™', caracteristicas del grupo éster C-O. Las bandas del 2850.91 y 2920.22 cm"
muestran presencia de CHs y CH». Las bandas que muestran el grupo OH terminal son de

3286.93 cm™.
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Figura 33.

Grafica comparativa de T8. Resultado muestra 45.78 de similitud
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Figura 34.

Grafica de picos T8
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Muestran estiramientos del enlace C=0 con 1737.91 cm, otra banda que se observo

en 1260.87 cm™ que representa en poco porcentaje al grupo C-H, la presencia de estas
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bandas han sido reportadas como marcador representativo de PHB. También se observé
bandas intensas entre 1000 y 1300 cm™', caracteristicas del grupo éster C-O. Las bandas del
2852.45y 2923.39 cm™ muestran presencia de CHs; y CH,. Las bandas que muestran el grupo
OH terminal son de 3283.19 cm™.

Lo que le da una similitud del 45.78% en este tratamiento como se pueden observar
en los picos del espectro es la diferencia de 16.13 cm™ con respecto a 1277 cm™ en la banda

representativa del grupo C-H.
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Capitulo V. Conclusiones y Recomendaciones

5.1. Conclusiones

En el presente estudio se determind y optimizo la produccién del poli(3-hidroxibutirato)
mediante fermentacion microbiana, generando tratamientos de hidrolisis para el sustrato
mediante el programa estadistico Statgraphics usando el modelo de superficie de respuesta
lo que evito generar errores significativos en el disefio de tratamientos. En cuanto al analisis
estadistico de los tratamientos fermentativos se pudo concluir que hubo diferencias

significativas segun los parametros fisicoquimicos con los que se experimento.

También cabe mencionar que al experimentar con puntos criticos para la produccion
fermentativa en los tratamientos T4 y T5 se observé que el rendimiento del producto fue
minimo, ya que al trabajar con un pH de 5.67 a una temperatura de 35.8 °C, el

microorganismo mostro alta sensibilidad a estas condiciones.

El diagrama de superficie de respuesta demostré una hidrolisis 6ptima correspondiente
a un valor cercano a 5400 con una concentracion de acido cercana a 5,35% optima en un
tiempo cercano a 40 min. También se observa que ha menores concentraciones de acido se

puede optimizar el tiempo sin perder un buen hidrolizado.

Con los valores obtenidos en RPS (rendimiento de PHB para cada tratamiento),
concluimos que el mejor tratamiento es (T6) con un valor de 0.37, por lo tanto las mejores
condiciones a las que se debe trabajar son: temperatura 36°C, pH 7.77, agitacion 115 rpm,
medio (75 ml sustrato, 25 ml agar, in6culo 3 ml), mientras que el tratamiento que obtuvo el
rendimiento mas bajo fue el tratamiento 2 (T2) con un resultado de 9.0 x10° donde las
condiciones fueron pH 5.67, temperatura 36,4°C, medio (25 sustrato, 75 agar, indculo 3ml).
Al analizar los demas tratamientos y las condiciones que presentan, concluimos que el pH y
temperatura son los factores mas influyentes para que la bacteria Bacillus subtilis potencie su

capacidad de produccion.
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5.2. Recomendaciones

De acuerdo a los resultados experimentales obtenidos se recomienda considerar como
factores criticos de fermentacion: pH, temperatura y medio de fermentacion que segun la
bibliografia consultada influyen significativamente en el rendimiento de produccién de un
biopolimero.

Del mismo modo se recomienda estudiar los parametros que en este estudio no fueron
considerados como influyentes con el fin de aportar informacién valiosa referente a la
obtencion de PHB.

Otro de los problemas presentados en la investigacion, fue que se utilizé reactivos en
un estado de reutilizacion, lo que nos gener¢ falsos resultados y perdida de materia prima,
por lo tanto, se recomienda revisar bien los reactivos antes de usar.

En base a los resultados obtenidos se sugiere trabajar con concentraciones de acido
(H2S04) menores al 4% para el pretratamiento del sustrato con el fin de optimizar el tiempo de
hidrdlisis.

Finalmente recomendamos para futuras investigaciones, tener en cuenta la
metodologia de purificacién ya que esta puede influir en los resultados de caracterizacion del

FT-IR.
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Anexo 7. Método DNS para cuantificacién de azUcares
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Anexo 9.

Anexo 11

Acumulacion de biomasa de PHB en la fermentacion

. Purificacion de PHB con acetonay di éter
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Anexo 12. Muestras en polvo de PHB
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