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RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHAS) son poligsteres intracelulares sintetizados por
diferentes especies bacterianas, las cuales los acumulan como granulos cuando
se encuentran en condiciones limitantes de nutrientes esenciales para su creci-
miento como el oxigeno, nitrégeno y carbono, son biodegradables y, dependiendo
de su composicion quimica y estructural, pueden ser empleados en aplicaciones
semejantes a los polimeros [1]. En la actualidad, este tipo de biopolimeros pre-
sentan un mayor costo comparado con los derivados del petroleo, pero el uso de
fuentes renovables y el aprovechamiento de subproductos agroindustriales para
la generacion de nuevos productos es una alternativa ecolégica de importancia
mundial. En la presente investigacion se estudio la produccion de polihidroxial-
canoatos (PHA) mediante fermentacion bacteriana de glucosa, obtenida a partir
de harina de yuca HMC1 empleando Ralstonia eutropha en un medio con cinco
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relaciones carbono/nitrogeno (12:1, 16:1, 20:1, 24:1, 28:1). Se obtuvo
como resultado, que la relacion carbono/nitrogeno de 20 es la que mas
favorece la acumulacion intracelular de biopolimero, con la cual se alcanza
una produccion de 0,62 g/L de PHA. El PHA sintetizado se caracterizo por
medio de calorimetria diferencial de barrido (DSC), Analisis Termogravi-
metrico (TGA), Espectroscopia de Infrarrojo con Transformada de Fourier
(IR-FT) y Microscopia electronica de Barrido (SEM), concluyendo que el
biopolimero obtenido fue polihidroxibutirato (PHB).

ABSTRACT

The Polyhydroxyalkanoates (PHAS) are intracellular polyesters synthesized
by different bacterial species. PHAS are accumulated as granules when
bacterias don 't find conditions for their growth, like oxygen and essential
nutrients (nitrogen, carbon). PHA is biodegradable and depending on its
chemical and structural composition can be used in similar applications
to polymers [1]. At present this type of biopolymers have a higher cost
compared to petroleum, but the use of renewable sources friendly to the
environment or the use of agro-products for generating new products is a
practice of global importance. The present investigation studied the pro-
duction of polyhydroxyalkanoates (PHA) by bacterial fermentation of gluco-
se obtained from HMC1 cassava flour using Ralstonia eutropha, using five
different ratios carbon/nitrogen (12:1, 16:1, 20:1, 24:1, 28:1). The result
showed the carbon/nitrogen ratio of 20 is the most favorable to the intra-
cellular accumulation of biopolymer, with which a production of 0,62 g/L
of PHA. The PHA was characterized PHA by differential scanning calorime-
try (DSC), thermogravimetric Analysis (TGA), Infrared Spectroscopy with
Fourier Transform (FT-IR) and scanning electron microscopy, obteining as
conclusion that the polymer synthesized was polyhydroxybutyrate (PHB).

RESUMO

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sao poligsteres intracelulares sintetizados
por diferentes espécies bacterianas, as quais acumula-os como granulos
quando encontram-se em condic0es limitantes de nutrientes essenciais
para seu crescimento como o 0xigénio, Nitrogénio e Carbono. Sao biode-
gradaveis e dependendo da sua composicao quimica e estrutural podem
ser utilizados em aplicagcées semelhantes aos polimeros [1]. Na atuali-
dade, este tipo de biopolimeros apresentam um maior custo comparado
com 0s derivados do petréleo, mas o uso de fontes amigaveis com 0 meio
ambiente ou o aproveitamento dos subprodutos agroindustriais para a ge-
ragdo de novos proautos é uma pratica de importancia mundial. Nesta
pesquisa estudou-se a proaugao de polihidroxialcanoatos (PHA) através de
fermentacgdo bacteriana de glucose, obtioa a partir da farinha de mandioca
HMC1 utilizando Ralstonia eutropha num meio com cinco razoes carbono/
nitrogénio diferentes (12:1, 16:1, 20:1, 24:1, 28:1). Obteve-se que a razao
Carbono/Nitrogénio de 20 ¢ a mais favoravel na acumulagao intracelular
de biopolimero, alcangando uma produgéo de 0,62 g/L de PHA. O PHA
sintetizado caracterizou-se através de Calorimetria diferencial de barrido
(DSC), Analises Termogravimetrico (TGA), Espectroscopia de Infrarrojo
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com Transformada de Fourier (IR-FT) e Microscopia
electronica de Barrido (SEM), concluindo assim que
0 biopolimero obtido foi o polihidroxibutirato (PHB).

INTRODUCCION

Los plasticos derivados del petroleo (sintéticos, no
biodegradables), han sido utilizados desde la década
de los 40, solo en Estados Unidos en el aio 2009 se
generaron 31 millones de toneladas entre plasticos,
objetos duraderos, como electrodomésticos y objetos
no duraderos como platos y tazas [2]. Los polihidro-
xialcanoatos (PHAs) son biopolimeros sintetizados por
numerosas bacterias, son biodegradables y presentan
propiedades termoplasticas y altos grados de polime-
rizacion, por lo que pueden ser moldeados como los
polimeros no biodegradables, sin embargo cabe ano-
tar que la produccion de bioplasticos frente a la pro-
duccion de plasticos derivados del petrdleo tiene una
gran desventaja con respecto a los costos de produc-
cion. Para 2005, producir por fermentacion bacteriana
un kilogramo de PHA costaba 15 dolares, mientras
que; hacer un kilogramo de plastico convencional cos-
taba sélo un dolar [3], es por esta razon que a través
de los anos se han propuesto diversos tipos de sus-
trato como una estrategia para reducir los costos de
produccion. En esta investigacion se evalu6 harina de
yuca como sustrato, debido a que este producto forma
parte de una de las cadenas productivas que existen
en la region, es una materia prima de bajo costo y
posee caracteristicas composicionales que ofrece al
microorganismo la cantidad de energia requerida para
sus procesos metabolicos [4].

Entre los plasticos biodegradables mas estudiados ac-
tualmente son los PHAS, y dentro de los cuales se en-
cuentra el polihidroxibutirato PHB, como el mas comun.
La Ralstonia eutropha es una de las bacterias mas utili-
zadas en la produccion de PHA, debido a que es capaz
de almacenar hasta un 96% de este material en peso
seco; con la ventaja de emplear fuentes de carbono y
energia renovables como la fructosa y la glucosa, pro-
venientes de subproductos agroindustriales [1].

La presente investigacion tuvo como objetivos la ob-
tencion de polihidroxialcanoatos (PHAS) obtenidos a
partir de Ralstonia eutropha en un sustrato elaborado
con harina de yuca HMC1 y su respectiva caracteriza-
cion térmica y microscopica.

METODO
Materiales

Harina de yuca. Se emple6 Harina de yuca variedad
HCM1, proveniente de la empresa Deriyuca, ubicada
en la vereda la Agustina, municipio de Santander de
Quilichao, con un tamaro de particula de 150 um y
una humedad entre 11y 13%.

Ralstonia eutropha. Cepa bacteriana crioconservada
en las instalaciones del Laboratorio de Biotecnologia
de la Universidad del Cauca.

Métodos

Activacion y crioconservacion de Ralsfonia eutopha.
Como microorganismo acumulador se empleo la bac-
teria Ralstonia eutropha, la cual se activd en medio
Tripticasa Soya (Triptona 17 g/L, Soytona o peptona de
soya 3 g/L, Glucosa 2,5 g/L, Cloruro de sodio 5,0 g/L,
Fosfato dipotasico de hidrogeno 2,5 g/L), basandose
en la metodologia descrita por Betancur [1], a condi-
ciones de incubacion de 32°C por 48 h. La crioconser-
vacion se llevo a cabo en glicerol al 15% para llevarse
a temperaturas inferiores a 0°C [5].

Obtencion de glucosa a partir de harina de yuca por
hidrélisis enzimatica. Para |a obtencion de glucosa a
partir de harina de yuca se realizd una hidrélisis enzi-
matica. Las enzimas utilizadas fueron BAN 480L con
actividad de alfa — amilasa y DEXTROZIME GA del tipo
Glucoamilasa (glucano 1,4 alfa-glucosidasa), con
el objetivo de liberar el almidon retenido en la matriz
compleja de fibra [6].

Se realizo una mezcla de harina en agua al 20% b.s.,
el pH de la mezcla fue 5,7 valor 6ptimo de pH, con
adicion de cloruro de calcio como cofactor, esta hi-
drolisis se mantuvo por 90 min a 65°C. Después de
inactivar esta primera enzima por efecto de pH, se
ajusté nuevamente el pH a 4,3 como condicion 6p-
tima para la glucoamilasa empleada en la segunda
etapa, donde se mantuvo a 62°C con agitacion cons-
tante durante 18 horas.

El jarabe fue purificado empleando una columna con
carbon activado para posteriormente determinar la
cantidad de glucosa mediante el método DNS [7].
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Fermentacion bacteriana con Ralstonia eutropha.
La fermentacion se llevo a cabo durante 36 horas
en un medio mineral minimo de sales (MSM) [1] a
30°C, agitacion de 150 rpm, utilizando como in6-
culo la bacteria cultivada en el medio enriquecido
tripticasa soya (TSB) al 10%, la cual se centrifugd
y lavo por duplicado con una solucion isotonica al
0,9% durante 30 minutos a 4500 rpm. Como va-
riables de respuesta se emplearon las pruebas de
conteo en placa por el método NMP y turbidez para
determinar biomasa y analisis mediante la técnica
de DNS para consumo de sustrato.

Con el fin de inducir la formacion intracelular del bio-
polimero en la bacteria se establecié una limitacion
nutricional en el medio, en este caso se limito la fuente
de nitrégeno y se suministro un exceso de fuente de
carbono. A partir del balance de electrones y teniendo
en cuenta las condiciones estequiométricas para de-
sarrollar el proceso, se determinaron como relaciones
a evaluar 12:1, 16:1, 20:1, 24:1, 28:1, usando como
fuente de carbono jarabe de glucosa obtenido de la hi-
drolisis de harina de yuca y como fuente de nitrdgeno
sulfato de amonio.

Prueba de turbidez. Se realiz6 un seguimiento por
espectofotometria, midiendo la turbidez de cada
muestra a 500 nm cada 3 horas, relacionandolo con
la densidad poblacional obtenida en la técnica de nd-
mero mas probable.

Técnica de numero mas probable. Para esta prueba
la placa de Petri se dividio en cinco zonas de igual
tamano, en cada zona se sembraron 5 microgotas
de 3 uL cada una, de cinco diluciones consecuti-
vas, incubandolas a 30°C por 2 dias. La poblacion
estimada se determiné con base a la tabla de nd-
mero mas probable para series de diluciones en ré-
plicas de cinco por nivel de dilucion [8], aplicando
la formula correspondiente para calcular densidad
poblacional de la muestra.

Determinacién de consumo de sustrato mediante
DNS. Este protocolo se emple6 para determinar la
concentracion de azucares reductores, para ello se
empled 1mL de la muestra obtenida de la fermenta-
cion a intervalos de 3 horas, llevada a una concen-
tracion de 800 ppm, luego se agreg6d 1 mL del reac-
tivo de DNS y finalmente se agregaron 3 mL de agua
destilada, los tubos se agitaron en vortex por 30 seg,
se llevaron a ebullicion por 5 minutos y se detuvo la

reaccion en bano de hielo durante 10 minutos, con
el fin de realizar la lectura de las muestras en espec-
trofotometro SHIMADZU UV-1800 a una longitud de
onda de 500nm.

Extraccion del biopolimero obtenido. Para la ex-
traccion del PHA se centrifugd el medio fermentado
a 4500 rpm durante 15 min. La extraccion se realizd
empleando 5 mL de &cido sulfirico 0,1 M, se llevo a
ebullicion durante 1 h, para nuevamente centrifugar y
ajustar el pH a 10 con NaOH a una concentracion de
5N [9]. Las muestras se secaron por 10 horas a 30°C
[10]. El biopolimero fue decolorado con hipoclorito de
sodio al 3%.

Caracterizacion térmica. Se realizd por Calorime-
tria de Barrido Diferencial (DSC), para determinar
el tipo de polimero, las muestras fueron sometidas
a un barrido térmico [11]. Se empled un equipo de
Calorimetria de Barrido Diferencial [TA Instruments,
Q20, USA]. Se tomaron 5 mg del material y se depo-
sitaron en una capsula de aluminio, una vez verifica-
dala calidad del sellado en la capsula, se sometio al
ciclo de enfriamiento y calentamiento entre -50°C y
250°C a 20°C/min.

El andlisis termogravimétrico (TGA) se llevd a cabo
bajo una atmosfera controlada en un equipo TGA TA
Instruments, Q50, USA, teniendo en cuenta la norma
ASTM E 2402 a una tasa de calentamiento de 20°C/
min desde 25 a 400°C.

Caracterizacion estructural. Para la prueba de Infra-
rrojo Espectral con Transformada de Fourier (IR-FT),
se prepararon pastillas transparentes por medio de
prensado, las cuales estan compuestas por bromuro
de potasio (secado a 100°C) y PHA altamente mace-
rado. La pastilla se coloco en el compartimiento del
equipo (Thermo Fisher Scientific, Niccolet 200. USA)
y se procedio a hacer un barrido en toda la franja de
infrarrojo. Finalmente se obtuvo el espectro para su
posterior analisis.

Para la Microscopia electronica de barrido (SEM) se
cortaron y prepararon los pellets activos en una do-
ble capa de bronce y luego se cubrieron con una fina
capa de oro (40-50 nm), para observar el corte de la
seccion transversal de las diferentes superficies. Las
muestras se examinaron usando un acelerador de vol-
taje de 5 kV y se mantuvieron a una humedad relativa
constante de 68% y 23°C.
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RESULTADOS
Activacion de la bacteria

Transcurrido el tiempo de incubacion, se evidencio en
el medio TSB la formacion de colonias de Ralstonia
eutropha. El analisis microscopico se determind por
medio de tincion de Gram, donde se identificd la mor-
fologia de bacilo Gram negativo, a nivel macroscopico
las colonias eran uniformes, de buen tamario, color
beige, bordes redondeados y traslucidas.

Jarabe de glucosa a partir de Ia hidrolisis
enzimatica de harina de yuca

En las diferentes reacciones de hidrolisis enzimatica
de harina, se observd un cambio de color, de blanco a
café claro, a medida que transcurria el tiempo; debido
a la generacion de dextrosas y algunos carbohidratos
producto de la reaccion de hidrolisis [6].

El mayor grado de hidrdlisis se alcanza en condiciones
Optimas de trabajo para las dos enzimas empleadas,
durante las cuales la hidrdlisis alcanza entre un 10y
12% de equivalente de dextrosa en primera fase (re-
accion enzimatica con a-amilasa), posteriormente se
observa una velocidad de conversion mas lenta mos-
trando estabilidad luego de 16 horas y alcanzando el
mayor grado de hidrdlisis en la hora 18, con esto se
determino el mejor tiempo de reaccion. Por lo tanto los
factores mas importantes en la obtencion de glucosa
a partir de harina de yuca por via enzimatica son la
concentracion de enzima y el tiempo de reaccion, la
temperatura no influy6 de forma directa, debido a que
se trabajo en el rango de accion enzimatica, alcanzan-
do asi un equivalente de dextrosa del 79%.

Fermentacion bacteriana y extraccion del
biopolimero

Los pesos obtenidos en la extraccion del biopolimero
de cada uno de los tratamientos, se evaluaron median-
te un disefio completamente al azar, donde el factor a
evaluar fue la relacién carbono/nitrégeno. La prueba
de promedios de Tukey para los cinco tratamientos,
realizada mediante el programa SPSS 20,0. Arrojo
tres subconjuntos homogéneos, los cuales presenta-
ron diferencias estadisticamente significativas con un
o=0,05, tal como se muestra en el cuadro 1.

Entre los tratamientos evaluados, la mejor relacion de
C/N fue 20, con mayor produccion de biopolimero de

Cuadro 1. Disero experimental.

Tratamientos Resultado (g/L)
Relacion G/N 12 0,45a
Relacion C/N 16 0,49a
Relacion G/N 20 0,62¢c
Relacion C/N 24 0,53b
Relacion C/N 28 0,46a

0,62 g/L, la cual es bastante significativa al ser com-
parada con la produccion reportada por autores de
0,28 g/L de sustrato [12].

Prueba de turbidez. Durante esta prueba se establecio
que durante las primeras 8 horas de fermentacion la
bacteria se adapta al medio MSM iniciando su fase ex-
ponencial y el consumo de sustrato, al tiempo empieza
la acumulacion del biopolimero (Figura 1) debido a la
limitacion del nitrogeno y el exceso de glucosa como
fuente de carbono presente en el medio.

Técnica de nimero mas probable. En las diferen-
tes relaciones C/N, se inicié con una concentracion
celular de 7,67*106 cel/mL, al cabo de las 20 ho-
ras cuando se inicia la fase estacionaria el nimero
maximo de células generadas es de 9,00*109 cel/mL
luego de este tiempo, la cantidad de células viables
se mantuvo y descendio paulatinamente, tal como se
observa en la figura 2.

Determinacion de consumo de sustrato mediante
DNS. Luego de 20 horas de fermentacion, la bacteria
inicia la fase estacionaria en la cual se di¢ un equilibrio
entre las bacterias generadas y 1as células no viables,
por tal razon las bacterias que permanecen, consumen
la fuente de carbono rapidamente con el fin de sobrevivir
y generar reservas en su organismo (PHA). Como se

Figura 1. Curva de crecimiento de la bacteria en medio MSM con
diferentes relaciones Carbono/Nitrdgeno.
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Figura 2. Promedio Numero Més Probable de Bacterias (células/mL).
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evidencia en la figura 3, a las 36 horas persiste la
glucosa en el medio, sin embargo la turbidez muestra
que la bacteria lleva 16 horas en fase estacionaria,
lo cual indica que si se continua con el proceso de
fermentacion es posible que la R. eutropha empiece
a utilizar las reservas que tiene en su organismo para
sobrevivir, lo cual no es conveniente, ya que las re-
servas de la bacteria son el material polimérico que
Sse desea obtener.

Caracterizacion térmica

El polihidroxialcanoato extraido y purificado presenta
un color opaco atribuido al tipo de sustrato utilizado
en su obtencion y al tipo de cristalinidad. El resultado
de la calorimetria diferencial de barrido se muestra en
la Figura 4. La totalidad de las muestras presentaron
una temperatura de transicion vitrea alrededor 146°C
con lo cual se deduce la presencia de un polimero, al
realizar la comparacion con lo reportado en la literatura
[13]. Se observa que el material obtenido es similar a
polihidroxibutirato, uno de los tipos mas conocidos de
polihidroxialcanoatos.

Figura 3. Consumo de sustrato en medio MSM con diferentes
relaciones Carbono/Nitrogeno.
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Figura 4. Termograma de DSC para las muestras de
PHB obtenido.
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El termograma permiti6 encontrar la temperatura de
fusion del polihidroxibutirato, integrando el area bajo
la curva se encontrd que la temperatura de fusion
del biopolimero fue de 168,58°C, correspondiente a
P(3HB), el cual tiene una temperatura de fusion de
170°C, como se observa en la Figura 5, 1a linea negra
representa el DSC para un patron de PHB. Este resul-
tado se atribuye al tipo de microorganismo empleado.

El analisis termogravimétrico o TGA (Figura 6) mues-
tra las temperaturas de descomposicion debido a la
tension térmica, el polihidroxibutirato obtenido, arro-
jo como resultado que el biopolimero presenta una
temperatura de descomposicion de 274,12°C, con
una curva en caida que comienza a 245°C y termina
en 410°C, en la curva no se muestra picos u hom-
bros diferentes a lo esperado ni reportado hasta el
momento, por lo tanto, se deduce que es inexisten-
te la presencia de impurezas 0 compuestos ajenos
al PHB. La temperatura de descomposicion de los
PHBs se encuentra a 277°C, temperatura similar con
la obtenida experimentalmente, la poca variacion que
existe se debe al tipo de microorganismo utilizado y a
la complejidad del sustrato [14].

Figura 5. Termograma de TGA del polihidroxibutirato obtenido.
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Figura 6. Primera derivada de la curva de degradacion de PHB.
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Caracterizacion estructural

En la Figura 7 se presenta el espectro FTIR del PHB, el
cual muestra las bandas mas importantes para biopo-
limero a 1726 cm-1, teniendo caracteristicas similares
del estiramiento del enlace G=0 en compuestos orga-
nico (carbonilicos), ademas se observaron una serie de
bandas intensas entre 1000 y 1300 cm-1, producidas
por estiramiento del enlace C-0 del grupo éster, los cua-
les conforman los monomeros de esteres. Asimismo,
Se presentaron bandas intensas a 1456 cm-1; debida
a la deformacion asimétrica del enlace CH,, las otras
bandas en el rango de 1000 a 1500 cm-1 son ocasiona-
das por vibraciones o al estiramiento del enlace CH2, se
observé ademas una banda ancha entre 3000 y 3300
cm-1, ocasionada por moléculas de agua [9].

El andlisis de las muestras obtenidas por FTIR per-
miti6 confirmar el material obtenido es PHB, debido
a las coincidencias que se encontraron en las bandas
caracteristicas del biopolimero con los hallazgos de
otros investigadores, ademas, coincidio con el analisis
de la caracterizacion térmica [15, 16].

Figura 7. Espectrometria de FTIR de la molécula de Polihidroxibutirato.

Figura 8. Microscopia Electronica de Barrido del Polihidroxibutirato.

La prueba de Microscopia electronica de barrido
(SEM), permitié determinar, la forma, tamarno y dis-
tribucion del material lo cual es 0til para seguir una
cinética de formacion, dispersion y compatibilidad de
las fases presentes y estudios de degradacion del bio-
polimero. En la Figura 9, se muestra la microfotografia
del polihidroxibutirato obtenido por medio de fermen-
tacion a partir de hidrolizado de harina de yuca, donde
se aprecian los granos de PHB de forma simétrica, con
un tamarno aproximado de 1-2um de longitud, fusiona-
dos entre si formando una matriz polimérica dispersa.

CONCLUSIONES

Mediante el proceso de hidrolisis enzimatica, para la
obtencion de jarabe de glucosa a partir de harina de
yuca, se logré obtener un equivalente de dextrosa del
79%, corroborando el alto rendimiento del proceso,
esta hidrolisis catalizada por enzimas, fue un proceso
que no genero productos secundarios que actuen como
compuestos antagonicos para el establecimiento y cre-
cimiento de la bacteria en el medio de fermentacion.

La produccion de PHA utilizando jarabe de glucosa, se
dio en mayor proporcion al emplear una relacion carbo-
no/nitrogeno de 20, con la cual se obtuvieron 0,62 g/L del
biopolimero, una cantidad considerable ya que en otras
investigaciones se reportan valores de hasta 0,28 g/L.

El polimero sintetizado por R. eufropha, usando
como fuente de carbono hidrolizado de harina de
yuca es un tipo PHA, el cual fue caracterizado por
calorimetria de barrido diferencial y espectroscopia
de infrarrojo, con lo que se puede concluir que es del
tipo polihidroxibutirato.
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