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Resumen

En esta tesis se estudia la producción de Polihidroxibutirato (PHB) a partir de residuos
agroindustriales. El trabajo realizado se expone en cuatro capítulos: En el primer capítulo
se hace una exposición sobre generalidades de los polímeros y los impactos ambientales
generados por los polímeros sintéticos. De igual forma se ilustran a los biopolímeros como
una alternativa de disminución de los impactos ambientales generados por los materiales
plásticos. En el segundo capítulo se exponen fundamentos de los polihidroxibutiratos:
estructura, formas de producción, problemas y potencialidades de estos biomateriales. En
el capítulo tercero se presentan los resultados experimentales obtenidos en el estudio de
dos microorganismos productores de PHB a partir de glicerol como única fuente de
carbono: el Cupriavidus necátor NCIMB 11842 (microorganismo de referencia de la
American Type Culture Collection) y el Bacillus megaterium (un microorganismo nativo
aislado de los estuarios de Bahía Blanca Argentina). En el capítulo 4 se presentan los
resultados de unas simulaciones del proceso de producción de PHB a gran escala a partir
de glicerol, realizadas con el programa ASPEN-PLUS, en el que hace análisis de esquemas
tecnológicos de producción (especialmente en la etapa de separación) y una evaluación
económica del proceso.

Palabras claves: Polímero, biopolímero, Polihidroxialcanoato (PHA), Polihidroxibutirato
(PHB), residuos agroindustriales, glicerol.
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Abstract

This research is about the Polihidroxibutirate (PHB) production from agroindustrial
residues. The study is developing in four chapters: first chapter includes an exposition
about polymers and relating the environmental impacts of petroleum-based polymers. In
the same form presents renewable polymers (biopolymers) and their advantages in
environmental aspects of both production and final disposal. Second chapter is about the
Polihidroxibutirate (PHB): structure, types of productions, advantages and disadvantages.
Third chapter show experimental results from the study of the PHB production with both
microorganisms Cupriavidus necator NCIMB 11842 (reference microorganism from
American Type Culture Collection) and Bacillus megaterium (native microorganism
isolated from superficial sediments of Bahía Blanca Estuary in Buenos Aires, Argentina).
Fourth chapter is about PHB production simulations carry out with the ASPEN PLUS
program.

Key words: Polymer, biopolymer, Polihidroxialcanoate (PHA), Polihidroxibutirate (PHB),
agroindustrial wastes, glycerol.
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Introducción

El plástico es la tercera aplicación más extendida del petróleo después de la energía y el
transporte. Los polímeros o plásticos derivados del petróleo, llamados también polímeros
sintéticos, presentan una problemática ambiental debido a que no son biodegradables
convirtiéndose en una fuente significativa de contaminación, pues su creciente consumo
genera problemas de acumulación de grandes cantidades de este material. A esto se le
suma que en su proceso de producción hay altos consumos de energía y emisiones de CO2

a la atmósfera.

El polihidroxibutirato (PHB), un biopoliéster de la familia de los polihidroxialcanoatos
(PHAs), es un biopolímero que ha cobrado gran importancia en el campo de la industria
durante los últimos años por sus propiedades físico-químicas y ha sido considerado como
posible sustituto de plásticos derivados del petróleo como el polietileno y el polipropileno,
pero sus altos costos de producción los hacen en la actualidad poco competitivos. Los
costos de producción de estos biopolímeros dependen principalmente de la materia prima
(sustratos utilizados) y del consumo energético. La producción a gran escala de PHB
actualmente utiliza sustratos como glucosa, fructosa o sacarosa. Esto hace que los costos
por sustrato representen hasta el 50% del costo total de producción del PHB. Es
importante evaluar fuentes de carbono más económicas que aumenten la viabilidad
económica del proceso. Una alternativa son los residuos agroindustriales. En Colombia la
agroindustria es el sector más importante de la industria manufacturera, generando gran
cantidad de residuos que no están siendo aprovechados y al contrario, se convierten en
un problema ambiental.

El grupo de investigación de Procesos Químicos, Catalíticos y Biotecnológicos de la
Universidad Nacional de Colombia sede Manizales, se ha caracterizado por buscar
alternativas tecnológicas en el aprovechamiento de los residuos agroindustriales del país,
sirviendo como plataforma investigativa para el desarrollo tecnológico de un sector tan
importante en la economía colombiana. Hasta el momento el grupo de investigación se ha
enfocado con éxito en el estudio de la producción de biocombustibles como bioetanol y
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biodiesel. A través de este proyecto se pretende evaluar la alternativa tecnológica de
aprovechamiento del glicerol (subproducto de la industria del biodiesel) para producir
PHB por fermentación microbiana. Una contextualización del estado del arte, la
experimentación y la simulación permite al final del documento llegar a unas conclusiones
importantes sobre la Producción de PHB a partir de residuos agroindustriales y dar unas
perspectivas de futuros trabajos y desarrollos tecnológicos.
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Hipótesis y Objetivos

Hipótesis
- Es posible obtener PHB de una forma económica a partir del glicerol y/o lactosuero

Objetivo General
Establecer las mejores condiciones para la producción de PHB a partir de residuos
agroindustriales.

Objetivos Específicos

1. Seleccionar el tipo de residuo agroindustrial con el que se va a trabajar teniendo en
cuenta la actividad económica de la región y del país.

2. Seleccionar el tipo de microorganismo con el que se va a trabajar basado en sus
características, facilidad de adquisición de la cepa, manipulación y los rendimientos
reportados en la literatura.

3. Simular por medio del programa ASPEN PLUS las condiciones de operación del proceso
de producción de PHB a partir del residuo agroindustrial elegido.

4. Establecer las mejores condiciones de fermentación para la obtención de PHB,
realizando pruebas con diferentes radios de alimentación Carbono/Nitrógeno, P (fósforo),
S (azufre); temperaturas, pH, velocidades de agitación.
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Capítulo 1: El hombre y el Plástico

“Los materiales son indispensables, determinantes para cualquier economía y los avances
científicos y desarrollos tecnológicos nos permiten hoy obtenerlos, manipularlos,

procesarlos, transformarlos y utilizarlos como nunca antes en la historia.”

William D.Callister

1.1. Introducción

En este capítulo se hará una ilustración de lo que son los materiales plásticos, cual ha sido
su origen y evolución a través de la historia. Se analizará el impacto ambiental de la
producción y uso de materiales plásticos y las alternativas que surgen para mitigar estos
impactos. Dentro de estas alternativas de mitigación está la sustitución de los polímeros
sintéticos por biopolímeros, los cuales tienen propiedades y aplicaciones similares a los
polímeros sintéticos, además de ser biodegradables y producirse a partir de fuentes
renovables. Con el desarrollo de este capítulo se pretende conocer las potencialidades y
limitaciones de los materiales plásticos y entender por qué los biopolímeros actualmente
son materiales tan atractivos en una economía que busca tener sostenibilidad no solo
económica, sino también en el ámbito ambiental.
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1.2. Generalidades

El empleo de materiales está más arraigado en nuestra cultura de lo que nos percatamos.
El transporte, la vivienda, el vestido, la comunicación, el área de la salud, la recreación, la
producción de alimentos, y prácticamente cada segmento de la vida cotidiana del Hombre
están influenciados en mayor o en menor grado por los materiales. Como explica Callister
[1] “…el desarrollo y progreso de las sociedades desde la antigüedad ha estado
íntimamente ligado con la capacidad de sus miembros para producir y manipular
materiales para satisfacer sus necesidades. De hecho, las civilizaciones primitivas son
designadas por el nivel de desarrollo de sus materiales (Edad de Piedra, Edad de Bronce,
Edad de Hierro).”

Los plásticos son los nuevos materiales más usados en el mundo. Ellos se han usado en
grandes cantidades en la últimas cinco décadas. En países del primer mundo, los
polímeros sobrepasan al aluminio y al vidrio en términos de volúmenes usados. Un
estudio realizado por PRO BIP (Product overview and market projection of emerging bio-
based plastics) en el 2009 [2], reporta que la producción de plásticos en la Unión Europea
creció un 4,6% por año entre 1971 y 2006, mientras que la producción total de materiales
creció un 0.7% por año entre 1971 y 2004. En el mundo la velocidad de crecimiento de la
producción de plásticos es aún más alta: 5.9% entre 1971 y 2006. En 2006, la producción
anual global de plásticos fue de 45Mt.

En la Figura 1 se puede observar la producción de materiales en la Unión Europea en el
2004, basados en una producción total de 920Mt. Cabe anotar que la densidad de los
plásticos es entre seis y siete veces menor que la del hierro y el acero, por lo tanto la
producción de estos materiales en unidades volumétricas es comparativamente más alta.
El consumo de materiales plásticos hoy en día ha alcanzado niveles nunca antes vistos,
siendo utilizados para casi todo tipo de usos, reinventándose con el tiempo, y mejorando
propiedades químicas, mecánicas y físicas para aumentar su espectro de aplicación. Es por
esto que estos materiales seguirán creciendo en consumo pues además del mercado
propio que tienen, están abarcando aplicaciones antes exclusivas del vidrio, papel y
metales debido a sus buenas propiedades y su relación costo-beneficio. Es por esto que se
pueden catalogar estas últimas décadas de historia de la humanidad como la “Era del
plástico”.
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Figura 1: Producción de materiales en la Unión Europea en el 2004, basados en una producción
total de 920Mt [2].

Algunas precisiones conceptuales

Plástico es una palabra que deriva del griego "Plastikos" que significa "Capaz de ser
Moldeado". Los plásticos son parte de la gran familia de los Polímeros. Polímero es una
palabra de origen latín que significa Poli=muchas y Meros=partes. Los polímeros son
macromoléculas orgánicas formadas por la unión de moléculas más pequeñas llamadas
monómeros. Entonces técnicamente se puede decir que los plásticos son sustancias de
origen orgánico formadas por largas cadenas macromoleculares que contienen en su
estructura carbono e hidrógeno principalmente. Se obtienen mediante reacciones
químicas entre diferentes materias primas de origen sintético o natural. Es posible
moldearlos mediante procesos de transformación aplicando calor y presión.

En la Tabla 1 se pueden observar algunas ventajas y desventajas que tienen los materiales
plásticos en comparación con otros materiales.
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MATERIALES PLÁSTICOS SINTÉTICOS
Ventajas Desventajas
Tienen una baja densidad.

Existen materiales plásticos permeables e
impermeables.

Son aislantes eléctricos.

Son aislantes térmicos, aunque la mayoría no
resisten temperaturas muy elevadas.

Son resistentes a la corrosión y a estar a la
intemperie.

Resisten muchos factores químicos.

Son fáciles de trabajar.

Sus costos de producción son bajos.

Poca resistencia mecánica

Limitada resistencia al calor

Inestabilidad dimensional

Las reparaciones: No es práctico ni rentable
reparar una pieza plástica, en muchos casos
una reparación es imposible.

La mayoría no se degradan fácilmente.

Tabla 1: Ventajas y desventajas de los materiales plásticos

1.2. Clasificación de los materiales plásticos

Los materiales plásticos o poliméricos se pueden clasificar en varias categorías, así:

1.2.1. Según el origen del monómero base

Naturales o biopolímeros: son los polímeros cuyos monómeros son derivados de
productos de origen natural, es decir fuentes renovables. Por ejemplo, la celulosa y la
caseína.

Sintéticos: Son aquellos que tienen origen en fuentes de carbono no renovables,
principalmente derivados del petróleo.
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1.2.2. Según su comportamiento frente al calor

Termoplásticos

Un termoplástico es un plástico que a temperatura ambiente es plástico o deformable, se
derrite a un líquido cuando es calentado y se endurece cuando es suficientemente
enfriado. Los principales son: Resinas celulósicas (rayón), Polietilenos y derivados (PVC, el
poliestireno, el metacrilato).

Termoestables

Los plásticos termoestables son materiales que una vez que han sufrido el proceso de
calentamiento-fusión y formación-solidificación, se convierten en materiales rígidos que
no vuelven a fundirse. Generalmente para su obtención se parte de un aldehído.
Ejemplos: Polímeros del fenol, Resinas epoxi, Resinas melamínicas, Baquelita,
Aminoplásticos.

Elastómeros

Tienen propiedades elásticas (como el caucho) a la temperaturas de uso. Cuando se
someten a tensión se alargan, pero cuando se suspende la tensión recuperan su forma
original.

1.2.3. Según su biodegradabilidad

La ASTM1 y la ISO2 definen al plástico degradable como “aquel que sufre un cambio
significativo en la estructura química bajo condiciones ambientales específicas resultando
en la pérdida de propiedades que pueden variar acorde con su medición por métodos de
ensayo estándar apropiados para el plástico y las aplicaciones en un periodo de tiempo
que determina su clasificación”. Esta degradación puede ser de tipo química, térmica,
fotoxidativa o biodegradativa.

La biodegradación es aquella ocasionada por la acción de microorganismos (bio) tales
como bacterias, hongos y algas.

1 The American Society for Testing of Materials
2

The International Standards Organization
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Hay tres clases principales de materiales poliméricos de acuerdo a su biodegradabilidad:

- Resistentes a la biodegradación: Este tipo de materiales tienen una matriz de
compuestos derivados de petróleo, la cual está reforzada generalmente con carbono y
fibra de vidrio. Esto hace que sean impenetrables para los microorganismos, hongos y
algas, que son los encargados de la biodegradación.

- Parcialmente biodegradables: Estos materiales son diseñados con el objetivo de lograr
una degradación más rápida que la que presentan los plásticos convencionales.
Generalmente son una mezcla de fibras naturales con polímeros sintéticos. Cuando se
disponen estos materiales, se degrada la parte de fibra natural pero persiste la parte
sintética.

- Completamente biodegradables: La matriz del polímero es derivada de fuentes naturales
renovables (e. g. almidón). Los microorganismos tienen la capacidad de consumir estos
polímeros y reducirlos a dióxido de carbono y agua.

1.3. Algo de historia sobre el desarrollo de los
materiales plásticos

En la historia del desarrollo de los materiales plásticos se reconocen dos momentos
diferenciados:

1.3.1. La elaboración de productos plásticos a partir de fibras
existentes en la naturaleza.

El comienzo de este momento se puede remontar el siglo XIX cuando el primer plástico se
origina como resultado de un concurso realizado en 1860 por el fabricante
estadounidense de bolas de billar Phelan and Collander quien ofreció una recompensa de
10.000 dólares a quien consiguiera un sustituto aceptable del marfil natural, destinado a la
fabricación de bolas de billar. Una de las personas que compitieron fue el inventor
norteamericano Wesley Hyatt, quien desarrolló un material llamado celuloide (nitrato de
celulosa de baja nitración tratado previamente con alcanfor y una cantidad mínima de



29

disolvente de alcohol). Y aunque Hyatt no ganó el concurso, con este material se
empezaron a fabricar distintos objetos como mangos de cuchillo, armazones de lentes y
películas cinematográficas. En 1851, Nelson Goodyear patentó el proceso de calentar el
caucho natural con grandes cantidades de azufre mediante el proceso conocido como
vulcanización, para obtener un material más duro conocido como caucho duro, ebonita o
vulcanita. El descubrimiento de la nitrocelulosa por Christian Shönbian en 1846 fue un
progreso importante en el terreno de los polímeros industriales como también lo fue la
parkesina, material fabricado por Alexander Parker en 1862, una forma de nitrocelulosa
plastificada. Es así como la mayoría de los plásticos se fabricaban a partir de resinas de
origen vegetal: como la celulosa (del algodón), el furfural (de la cáscara de la avena),
aceites de semillas y derivados del almidón o del carbón.

1.3.2. Elaboración de plásticos sintéticos

En 1910 la resina formaldehido Bakelita de Leo Baekeland es la que tiene la distinción de
ser el primer polímero completamente sintético comercializado. Pero el desarrollo de la
industria de los polímeros se veía restringido por la falta de comprensión de la naturaleza
de éstos. Fue Staundinger quien introdujo, sobre los años 20, el término de
macromolécula para describir a los polímeros. Staundinger afirmaba que los polímeros
estaban compuestos por numerosas moléculas grandes que contenían grandes secuencias
de unidades simples unidas entre si por enlaces covalentes. Así, a comienzos de los años
30, la gran mayoría de científicos estaban convencidos de la estructura macromolecular
de los polímeros y fue entonces cuando comenzó a prosperar la ciencia de los materiales
poliméricos. A esto se suma la disponibilidad de materia prima para trabajar, pues con el
desarrollo de la industria petroquímica se contaba con unidades monoméricas sintéticas
polimerizables. De esta manera empieza el desarrollo la industria del polietileno (PE),
poliestireno (PS) y el nylon (primera fibra artificial).

Durante la Segunda Guerra Mundial, tanto los aliados como las fuerzas del Eje sufrieron
reducciones en sus suministros de materias primas. La industria de los plásticos demostró
ser una fuente de materiales sustitutos aceptables. Alemania, por ejemplo, que perdió sus
fuentes naturales de látex, inició un gran programa que llevó al desarrollo de un caucho
sintético. La entrada de Japón en el conflicto mundial cortó los suministros de caucho
natural, seda y muchos metales asiáticos a Estados Unidos. Ante esta situación Estados
Unidos intensificó el desarrollo y la producción de plásticos. El nylon se convirtió en una
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de las fuentes principales de fibras textiles, los poliésteres se utilizaron en la fabricación
de blindajes y otros materiales bélicos, y se produjeron en grandes cantidades varios tipos
de caucho sintético.

Los 50s y 60s se caracterizan porque se mantuvo un elevado ritmo de los descubrimientos
y desarrollos de la industria de los plásticos derivados del petróleo, estableciéndose la
industria petroquímica propiamente dicha alentada en gran parte por los bajos precios del
petróleo lo que se reflejaba en los bajos costos de producción. Tuvieron especial interés
los avances en plásticos técnicos como los policarbonatos, los acetatos y las poliamidas. Se
utilizaron otros materiales sintéticos en lugar de los metales en componentes para
maquinaria, cascos de seguridad, aparatos sometidos a altas temperaturas y muchos
otros.

El crecimiento de la industria petroquímica en estas décadas fue tan grande, que el uso de
petróleo desde 1945 hasta 1973 se multiplicó por siete, pasando de constituir un cuarto
del suministro energético mundial al finalizar la guerra (momento de baja demanda), a la
mitad en 1973 (momento de altísima demanda energética).

1.3.3. Plásticos sintéticos: dependencia del petróleo

El hecho de que el petróleo es una fuente no renovable de energía y que las reservas en
donde se encuentra están concentradas en unas pocas regiones del mundo, hace que los
precios y accesibilidad de esta materia prima de los polímeros sintéticos no solo dependa
de su disponibilidad, sino también del contexto político y económico. Un ejemplo de esto
es la crisis petrolera de 1973, donde los países exportadores de petróleo pertenecientes a
la OPEP (Organización de Países Árabes Exportadores de Petróleo) deciden no exportar
más petróleo a los países que habían apoyado a Israel durante la guerra del Yom Kippur.
Este “embargo petrolero” afectó principalmente a Estados Unidos quien para esa época
consumía el 33% de la energía de todo el mundo. Esto provocó que los precios
internacionales del petróleo se cuadriplicaran generando una desestabilización de la
economía mundial. En adelante se presentan otras crisis petroleras, las mas importantes
se dieron en 1979 influenciada por la revolución iraní y la Guerra Irán-Irak y en 1990
influenciada por la Guerra del Golfo Pérsico.

Por otra parte, el petróleo al ser una fuente no renovable, su disponibilidad es finita. La
teoría del Pico de Hubbert explica que en “el momento en el que la mitad de las reservas
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mundiales de petróleo ya se hayan consumido, la producción mundial de petróleo
alcanzará un tope y a partir del cual empezará un declive irreversible.” Si el pico del
petróleo sucediera, la oferta de petróleo ya no sería capaz de atender la demanda. El
mayor problema que predice esta teoría no puede leerse en términos económicos (de
coste de la energía) sino directamente energéticos ya que a medida que las exploraciones
petrolíferas se realizan en lugares menos propicios o se extraen crudos menos
energéticos, la cantidad de energía conseguida va disminuyendo en relación con la energía
invertida en dicha extracción. Se estima que a principios del siglo XX, sólo era necesario
gastar un barril de petróleo para obtener cien, mientras en la actualidad esa relación ha
bajado a 1 gastado por cada 8 conseguidos. En el momento en que esa relación llegue a 1,
el petróleo dejará de ser una fuente de energía, independientemente de las reservas que
puedan quedar en el subsuelo. Se puede concluir que a pesar de que actualmente la
industria del plástico sintético derivado del petróleo tiene un buen desarrollo y estabilidad
por sus bajo costos de producción, las proyecciones en un futuro hacen ver la necesidad
de desarrollar materiales que no dependan del petróleo, pero que posean las mismas
propiedades de los plásticos sintéticos.

1.4. Oferta y demanda de materiales plásticos

Los termoplásticos son los materiales plásticos más consumidos en el mundo. Como se
observa en la Figura 2 estos polímeros representan el 65% del total de plásticos
producidos en el mundo.

Figura 2: Consumos mundiales de polímeros sintéticos en  2007 [2].



32

En la Figura 3 se pueden ver diferentes tipos de termoplásticos y sus  porcentajes de
consumo.

Las poliolefinas como el Polipropileno (PP), el Poliestireno de baja densidad (LDPE), y el
Poliestireno de alta densidad (HDPE), representan más del 50% del consumo
termoplástico.

Figura 3: Demanda mundial de termoplásticos por tipo de resina en el 2007[3].

El consumo de plástico en el mundo tiene diferentes comportamientos, dependiendo
principalmente del grado de desarrollo de cada país. De acuerdo con Plastics Europe [4], la
demanda mundial de plásticos es de aproximadamente de 30kg/per cápita-año, pero el
cálculo realizado solo en el oeste de Europa es de 99kg/per cápita-año. Es así como el 15%
de la población mundial concentrada en países del Oriente de Europa, Japón y los países
NAFTA (Estados Unidos, Canadá y México), representan el 50% del consumo mundial de
plásticos. Con la tendencia de industrialización y desarrollo de los países, se puede esperar
que el consumo de materiales plásticos siga en aumento, y según PROBID [2] se proyecta
que para el 2050 el consumo promedio de plásticos sería de 90kg/per cápita-año,
sumándole que la población mundial se proyecta para ese año en unos 9500 millones.

En Colombia la cadena productiva de petroquímica, plásticos y fibras sintéticas
comprende una amplia gama de industrias que realizan las actividades de explotación de
gas y refinación del crudo, la producción de las materias primas petroquímicas básicas
(olefinas y aromáticos), de producción de insumos intermedios (polietileno, cloruro de
polivinilo, poliestireno, polipropileno, resinas, entre otros), y de producción de bienes
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transformados y finales de plásticos. Durante el 2003 (según comunicados de Proexport
Colombia [5]) la cadena petroquímica de plásticos y fibras sintéticas participó con el 6.3%
de la producción de la industria nacional y con el 6.4% del empleo industrial. Entre 2001 y
2003, esta cadena exportó un promedio anual de US$ 472 millones, principalmente a
Venezuela (16,4%), Ecuador (13,6%), Estados Unidos (12,3%) y Perú (10,2%). El promedio
anual de las importaciones para el periodo 2001-2003 fue de US$ 940 millones. Los cuatro
principales países de origen de las importaciones totales de la cadena petroquímica
plásticos fueron Estados Unidos (46,97%), Venezuela (16,96%), México (7,42%) y Corea del
Sur (4,97%). En la actualidad, la empresa colombiana de petróleos ECOPETROL, produce
algunas materias primas para la industria del plástico, entre las cuales se destacan la
producción de polietileno que abastece menos del 30% del mercado de polietileno de baja
densidad. Esta baja producción de materia prima hace que la mayoría de los monómeros,
necesarios para la producción de polímeros y manufacturas finales tales como
manufacturas plásticas, pinturas y barnices, y caucho, deba importarse.

Los principales polímeros que se producen en el país son polietileno de baja densidad
(ECOPETROL), polipropileno (PROPILCO), poliestireno (DEXTON Y DOW QUIMICA),
termoplásticos como el cloruro de polivinilo (PETCO) y el polietilentereftalato, también se
produce caprolactama a partir del ciclohexano y es exportada para la producción de nylon
(ENKA). Los eslabones con mayor nivel de producción dentro de este, son cloruro de
polivinilo (PVC) y polipropileno. En la Tabla 2 se exponen las principales empresas
productoras de polímeros en Colombia con su respectivo crecimiento en ventas en el
periodo 2002-2004.

Ranking Empresa US$ millones
%

Participación
en el sector

% crecimiento
anual 2004

1 Propilco 346 6.10% 53.10%
2 Petco 302 5.30% 29.80%
3 Monómeros Col-Ven 277 4.90% 18.05%
4 Enka 184 3.20% 20.11%
5 Bayer Cropscience 150 2.60% 8.67%
6 Pintuco 126 2.20% 26.19%
7 Dow Química 122 2.10% 33.61%
8 Dow Agrosciencie 114 2.00% 10.53%
9 Abocol 100 1.80% 19.00%
10 Pavco 86 1.50% 13.95%
11 Biofilm 80 1.40% 20.00%

Tabla 2: Principales productores de polímeros en Colombia con su respectivo crecimiento en ventas
en el período 2002-2004 [5]
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1.5. Impactos ambientales de los materiales plásticos

En la evaluación del impacto ambiental en el ciclo de vida de un producto se debe tener
en cuenta las contribuciones positivas y negativas al medio ambiente desde su producción
hasta su eliminación final.

Los impactos ambientales negativos generados por los materiales plásticos son
principalmente

- Consumo de petróleo como materia prima.

- Consumo energético durante su producción.

- Emisiones de gases efecto invernadero durante su producción.

- Impacto sobre los suelos y cuerpos aguas en su disposición final, ya que al no ser
biodegradables perduran en el medio ambiente durante cientos de años.

Oliver Wolf et. al. [6] exponen en su trabajo que existen varias opciones para reducir los
impactos ambientales generados por la producción y uso de materiales plásticos:

- Incrementar la eficiencia energética y el uso de materiales en todas las cadenas
productivas de los polímeros. Un ejemplo de esto es  que los envases plásticos actuales
son un 80% más livianos que hace 20 años (en promedio)[7]. De esta manera se reducen
notablemente el peso y volumen compactado de los desechos producidos y hay una
mayor eficiencia en el uso de la materia prima.

- Mejorar el manejo de los residuos y disposición final de ellos mediante el reciclado, reúso
de los componentes del producto, recuperación energética en centros de incineración de
residuos y en el caso de polímeros biodegradables utilizar digestión (para recuperación
energética) y compostaje. En la Figura 4 se encuentran las diferentes alternativas
tecnológicas actuales implementadas para la disposición final de los materiales plásticos.
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Figura 4: Alternativas tecnológicas actuales para la disposición final de materiales plásticos

El objetivo del reciclado es recuperar los plásticos y transformarlos para su utilización en
nuevas aplicaciones. Este puede ser físico o químico. En el reciclado físico los plásticos son
molidos, lavados y convertidos en flakes o pellets. Esta nueva materia prima permite,
generalmente mezclada con materia prima virgen, la producción de materiales idénticos a
los originales o diferentes. El reciclado químico implica depolimerizar los plásticos y
reducirlos hasta sustancias químicas sencillas. El objetivo es recuperar esos componentes
químicos individuales para reusarlos como químicos o producir nuevos plásticos con las
mismas características y propiedades de los materiales originales. Hay distintos procesos
desarrollados y en permanente optimización: Metanólisis, Glicólisis, Hidrólisis, Pirólisis,
Crackeo Térmico. Los nuevos materiales obtenidos por reciclado tienen un rango de
aplicación limitado.

Un típico caso de reuso es el de las botellas retornables de bebidas gaseosas (hechos de
PET). Implica el lavado minucioso y reuso de un envase, dentro de ciertos límites (limitado
a condiciones de higiene, ciclo de vida del envase, etc).

La combustión controlada ha sido una buena opción para el manejo de polímeros no
biodegradables, ya que el contenido de energía recuperable de estos materiales es mayor
comparado con otros. El problema es que estos procesos pueden ser costosos por el alto
grado de tecnología necesario para una combustión controlada dentro de las normas de
emisión de gases [7][8]. Este procedimiento cumple un papel sobresaliente en ciertos
países europeos, como por ejemplo Suiza, que incinera más del 70% de sus residuos
sólidos.

Los plásticos que son biodegradables, también se pueden someter a un proceso de
recuperación energética por medio del compostaje.  La mayoría de los residuos plásticos
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son dispuestos en rellenos sanitarios (algunos arrojados a cuerpos de aguas como ríos y
océanos), los cuales al no ser biodegradables en su mayoría, se acumulan y perduran en el
ambiente por cientos de años.

- Reemplazo de materia primas petroquímicas por materias primas renovables.

Si bien es cierto que hasta hace pocos años (ver Figura 5) el porcentaje del petróleo
producido destinado la industria petroquímica (7%) y específicamente a la producción de
polímeros (4%) era bajo, la creciente demanda de estos materiales hacen que el
porcentaje destinado para tal fin vaya en aumento.

Figura 5: Uso del petróleo en diferentes áreas

Los materiales plásticos hoy en día abarcan un gran porcentaje de los materiales utilizados
por el hombre. Los impactos ambientales negativos y su dependencia con el petróleo
hacen importante el desarrollo de una plataforma tecnológica que permita producir
materiales sustitutos. Los biopolímeros son una opción muy atractiva pues tienen
propiedades similares a los plásticos sintéticos, además de ser biodegradables y
elaborarse a partir de fuentes renovables de carbono.

1.6. Biopolímeros

Los polímeros naturales o biopolímeros se usan desde los inicios de la civilización. Estos
materiales incluyen madera, caucho, algodón, lana, cuero y seda. Otros polímeros
naturales como las proteínas, las enzimas, los almidones y la celulosa son importantes en
los procesos biológicos y fisiológicos de las plantas y animales.
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Cada año cerca de 170 trillones de toneladas (1 trillón= 1012) de biomasa es producida, y
solo el 3,5% es utilizada por la humanidad [8]. Los usos de esta biomasa van destinados
para alimentación, madera (utilizada para producción de energía, papel, construcción) y
solo el 5% es utilizado para propósitos no alimenticios como productos químicos y
vestidos (Figura 6).

Figura 6: Usos de la biomasa utilizada por el hombre (el cual corresponde solo a 3.% de la biomasa
total disponible) [8].

A pesar de que los polímeros naturales fueron usados por el hombre desde los comienzos
de las civilizaciones éstos fueron desplazados por los polímeros sintéticos a medida que la
industria petroquímica crecía en la década de 1930. En 1970, cuando el precio del
petróleo aumentó, surgió de nuevo el interés por materias primas no petroquímicas, pero
esto fue temporal. En los 80s y especialmente en los 90s, el regreso de los polímeros
basados en biomasa es observable con aplicaciones en ciertas áreas. Una de las
características de los biopolímeros que los hacen atractivos es su biodegradabilidad.

De acuerdo con Steinbüchel [9] los biopolímeros, químicamente se pueden clasificar en
ácidos nucléicos, poliamidas tales como las proteínas y los aminoácidos, polisacáridos,
poliésteres orgánicos (tales como los polihidrixialacanoatos, ácido polimálico),
politioésteres, poliésteres inorgánicos (como el polifosfato), poliisoprenoides y polifenoles
como la lignina o el ácido humínico. Estos biopolímeros cumplen una variedad de
funciones esenciales para los organismos tales como la conservación y expresión de
información genética, catalizadores de reacciones, almacenamiento de carbono, energía y
otros nutrientes, defensa y protección, comunicación con el ambiente y otros organismos,
entre otros. Alternativamente ellos pueden ser compuestos estructurales de las células,
tejidos y órganos enteros.



38

En términos de producción, los biopolímeros se pueden clasificar de acuerdo a la forma de
obtención así

- Polímeros extraídos o removidos directamente de la biomasa: polisacáridos como
almidón y celulosa. Proteínas como caseína, queratina, y colágeno.

- Polímeros producidos por síntesis química clásica utilizando monómeros biológicos de
fuentes renovables (e. g., Ácido poliláctico).

- Polímeros producidos por microorganismos, bacterias productoras nativas o modificadas
genéticamente (e. g. los Polihidroxialcanoatos). Biotecnológicamente se pueden obtener
por la fermentación microbiana de determinados sustratos y el polímero puede ser un
producto intracelular o extracelular.

Actualmente se producen gran variedad de biopolímeros (ver Tabla 3), los cuales tienen
diferentes campos de aplicación y de incursión en el mercado. Esto depende de varios
factores: i) los costos de producción los cuales se ven en reflejados en los costos de
comercialización y su competitividad frente a los plásticos sintéticos, ii) la calidad y rango
de aplicación en las áreas donde se utilizan polímeros convencionales y nuevos campos de
aplicación, y iii) la conciencia del mercado, es decir, el emergente mercado verde que
exige productos que sean amigables con el medio ambiente, desde su extracción hasta su
deposición final. En la Tabla 3 se pueden observar los principales biopolímeros producidos
a nivel mundial actualmente.

La producción mundial de biopolímeros va en aumento. En el 2007 era de 0.36Mt, para el
2013 se proyectan 2.32Mt y para el 2020 3.45Mt. Esto equivale a un crecimiento anual del
36% entre el 2007 y 2013, y del 6%  anual entre el 2013 y 2020 [2]. En la Tabla 4 se pueden
observar las proyecciones de crecimiento de las industrias de bioplásticos.
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GRUPO BIOPOLÍMERO TIPO
ESTRUCTURA /MÉTODO DE

PRODUCCIÓN
1. Almidón Polisacárido Modificación del polímero natural
2. Ácido poliláctico Poliester Producción del monómero (ácido

láctico) por fermentación seguido por
polimerización.

3a. Politrimetilenotereftalato (PTT)

3b. Polibutilenotereftalato (PBT)

3c. Polibutileno succinato (PBS)

Poliester Producción del monómero 1,3-
propanediol por fermentación más
ácido tereftálico petroquímico (o
DMT).

Producción del monómero 1,4-
butanediol por fermentación más
ácido tereftálico petroquímico.
Producción del monómero ácido
succínico por fermentación más ácido
tereftálico petroquímico (o DMT).

4. Polihidroxialcanoatos Poliester Producción directa del polímero por
fermentación o producción por
plantas  (modificadas genéticamente)

5. Poliuretanos (PURs) Poliuretanos Producción del monómero poliol por
fermentación o purificación química
más isocianato (petroquímico).

6. Nylon
a. Nylon 6

b. Nylon 66

c. Nylon 69

Poliamida
Producción de caprola por
fermentación

Producción de ácido adípico por
fermentación

Producción del monómero base por
transformación química convencional
del ácido oléico vía diácido  azeláico.

7. Celulosa Polisacárido a. Modificación del polímero
natural

b. Celulosa bacterial por
fermentación

Tabla 3: Principales biopolímeros producidos a nivel mundial [4].



40

Biopolástico
Aumento de la producción

proyectado para el 2020
Capacidad de producción
proyectada para el 2020

Polímeros de
almidón

38% Novamont: 200 kt; Biotec: 300 kt; Rodenburg: 40
kt; Plantic: 15 kt; BIOP: 180 kt; Cereplast: 450 kt;
Livan: 110 kt

PLA 24% NatureWorks: 450 kt; PURAC y asociados: 300 kt;
Pyramid: 60 kt; Teijin: 10 kt; HiSun: 5 kt.

Bio-Etileno 18% Braskem: 200 kt (PE); Dow-Crystalsev: 350 kt
(PE); Solvay: 60 kt (Ethylene)

PHA 13% Telles: 50 kt; Tianan: 50 kt; Kaneka: 50 kt;
Meredian: 272 kt; DSM/GreenBio: 10 kt.

Biomonómeros 6% Dow: 100 kt (ECH); Solvay: 110 kt (ECH)

Otros 2% Innovia: 20 kt (películas de celulosa) ; DuPont: 10
kt (PTT); Arkema: several thousands tonnes of PA
11

Tabla 4: Algunas proyecciones de producción de biopolímeros para el 2020 [4].

CONCLUSIONES

Los plásticos son los nuevos materiales más utilizados en el mundo. Ellos se han usado en
grandes cantidades en la últimas cinco décadas. Los impactos ambientales negativos
generados en todo el ciclo de vida de los materiales plásticos (como su dependencia con el
petróleo para su producción, la emisión de gases efecto invernadero durante su
producción e incineración, el consumo energético y la acumulación y perduración en el
ambiente después de su vida útil ya que no son biodegradables), hacen necesario el
desarrollo de nuevos materiales que tengan propiedades similares a los plásticos
sintéticos, pero que no generen tanto impacto negativo. Una alternativa interesante es la
producción de biopolímeros. Las ventajas de estos materiales frente a los polímeros
sintéticos son: se producen a partir de fuentes renovables de carbono, la mayoría son
completamente biodegradables en cortos periodos de tiempo y no son tóxicos. Los
principales biopolímeros producidos y comercializados en el mundo son: biopolímeros
derivados del almidón, el Ácido Poliláctico (PLA), los Polihidroxialcanoatos (PHAs), entre
otros. Las ventajas que tienen los PHAs frente a los otros biopolímeros es su amplio rango
de aplicación ya que son termoplásticos que pueden ser procesados de igual forma que
polietileno y el polipropileno. Los retos presentes y futuros se enfocan en  desarrollar
alternativas tecnológicas que permitan obtener estos materiales a bajo costo, y con unas
propiedades tales que puedan sustituir de forma progresiva a los plásticos derivados del
petróleo.
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Capítulo 2: Polihidroxialcanoatos

Introducción

En este capítulo se estudia la estructura, formas de producción, ventajas y desventajas de
los polihidroxialcanoatos (PHAs) especialmente el polihidroxibutirato (PHB), biopolímero
con propiedades físicas tales que pueden someterse a los mismos procesamientos y
aplicaciones que los polímeros sintéticos como el polietileno y el polipropileno. Se hace un
análisis de los costos de producción, se plantean los residuos agroindustriales como
materias primas para la producción de PHB por su bajo precio, abundancia y por darle un
valor agregado a un residuo que actualmente está generando costos a las empresas para
su disposición final o en el peor de los casos se dispone directamente al ambiente
generando impactos ambientales negativos.

2.1. Generalidades

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polímeros lineales de (R)-3-hidroxiácidos en los
cuales el grupo carboxilo de un monómero forma un enlace tipo éster con el grupo
hidroxilo del monómero siguiente (poliésteres) [1]. En la Figura 7 se puede observar la
estructura general de los polihidroxialcanoatos.

Figura 7: Estructura general de los polihidroxialcanoatos
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Los PHAs poseen algunas propiedades que los hacen interesantes para la industria, tales
como:

- Son compuestos termoplásticos y/o elastómeros los cuales pueden ser procesados por
equipos usados en el procesamiento de plásticos sintéticos.

- Son insolubles en agua.

- Poseen un alto grado de polimerización (del orden de 105 a 107 Da)

- No son tóxicos

- Son biocompatibles

- Se obtienen a partir de fuentes renovables de carbono.

- Son biodegradables.

Los PHAs existen como inclusiones celulares citoplasmáticas. Cuando delgadas secciones
de células que contienen PHA son observadas  por medio de un microscopio de
transmisión de electrones aparecen como cuerpos electrónicos densos (Figura 8). Estas
inclusiones actúan como carbonos de reserva en la célula.

Figura 8: Micrografía de transmisión de electrones de una delgada sección de células de Ralstonia
eutropha que contienen grandes cantidades de P(3HB-co-5 mol% 3HHx) (90% del peso seco de la

célula).
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2.1.1. Principales clases de PHAs

De acuerdo al número de átomos de carbono del monómero base los PHAs se pueden
dividir en tres grupos [2][3][4]:

- PHAs de Cadena de longitud corta (short-chain length, SCL) los cuales tienen de 3-5
átomos de carbono.

- PHAs de Cadena de longitud media (medium-chain length MCL) los cuales tienen entre 6-
14 átomos de carbono.

- Copolímeros: compuestos por dos o más tipos de hidroxiácidos como monómeros
constituyentes.

Las dos clases más comunes de PHA son: el homopolímero polihidroxibutirato (PHB) y el
copolímero de polihidroxibutirato y polihidroxivalerato conocido como
polihidroxibutirato-valerato (PHBV). En la Figura 9 se pueden observar las estructuras
moleculares de estos biopolímeros.

Figura 9: Estructura molecular del Polihidroxibutirato (PHB), polihidroxivalerato (PHV) y del
copolímero polihidroxibutirato-valerato (PHBV).

El PHB tiene propiedades similares al polipropileno, aunque es más duro y quebradizo. Es
un termoplástico que puede ser procesado por técnicas de extrusión e inyección,
altamente cristalino y muy frágil, mientras que el copolímero de PHB con PHV es menos
cristalino, más flexible y más fácil de procesar. Un nombre comercial de este copolímero
es Biopol (desarrollado por la compañía Monsanto Co) y se obtiene agregando ácidos
orgánicos como el propiónico durante la fermentación. En la Tabla 5 se presentan algunas
propiedades físicas de los PHAs más comercializados en el mundo
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Propiedades
P(3HB) Biomer

P240
P(3HB) Biomer

P226
P(3HB-co-

3HV) Biopol
P(3HB-co-3HHx)
Kaneca, Nodax

Velocidad de
flujo de fusión
(g/10min)

5-7 9-13 0.1-100

Densidad (g/cm3) 1.17 1.25 1.26-1.26 1.07-1.25
Transparencia
(%)

0.7 De blanco fuerte a
película traslúcida

Tensión
superficial (MPa)

18-20 24-27 10-20

Elongación (%) 10-17 6-9 10-25
Módulo de
felxión

1000-1200 1700-2000 40

Tabla 5: Propiedades físicas de algunos PHAs

El PHB tiene buenas propiedades termoplásticas (punto de fusión 180°C) y puede ser
procesado como un termoplástico clásico. Este tiene un amplio rango de temperaturas de
uso desde -30°C hasta 120°C. Pueden ser utilizados como empaques de productos
perecederos, además los artículos elaborados con PHB pueden ser autoclavados. Sin
embargo, la dureza y alto grado de cristalinidad del PHB limita sus aplicaciones [5]. El
copolímero P(3HB-co-3HV) tiene menor cristalinidad y mejores propiedades mecánicas
(disminución en la dureza y fragilidad, incremento en la tensión superficial) comparado
con el PHB, y conserva la cualidad de ser totalmente biodegradable. También posee mayor
viscosidad en estado líquido, propiedad favorable para procesos de extrusión. Los PHAs de
cadena media son elastómeros y tienen una temperatura de fusión y de transición vítrea
más baja comparado con los PHB. Su estructura molecular es análoga a la del polietileno
suave, es decir es un material amorfo.

En términos de sustitución técnica de materiales el homopolímero PHB tiene un buen
potencial de sustituir el PP y es en potencia un sustituto del PE-HD (polietileno de alta
densidad), PS (poliestireno) y ABS; los PHAs de cadena mediana (mcl-PHAs) y copolímeros
son sustitutos del PE-HD, PE-LD y PP. En menor proporción pueden sustituir el PVC, PET y
PUR. De igual forma estos biopolímeros pueden sustituir materiales no plásticos como el
papel y la madera.

Actualmente los PHAs son usados para moldeos por inyección, extrusión y papel plástico.
El moldeo por inyección y/o extrusión es utilizado para la producción de un amplio rango
de artículos tales como: cubiertos, empaques (bolsas, cajas y espumas), cubiertas para
usos en la agricultura, objetos de aseo personal (cuchillas de afeitar, cepillos de dientes),
artículos de oficina, juguetería, entre otros. Los PHAs pueden ser extruidos también como
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fibras que pueden ser utilizadas para tapetes de automóviles, ceda dentales, y filtros de
cigarrillos. En la Tabla 6 se presentan las aplicaciones de los PHAs producidos por las
empresas Mirel y Kaneka, y sus proyecciones para el 2020.

Sector
% del mercado actual % del mercado en el 2020

Mirel Mirel Kaneka
Empaques 80 20 30
Construcción 20 0
Agricultura 20 20 14
Textil 10
Transporte 30
Muebles
Eléctrica y electrónica 20 14
Utensilios para el hogar 14
Otros 10

Tabla 6: Aplicaciones de PHAs actuales y futuras. Mirel y Kaneka son empresas productoras de PHAs [5].

Debido a las propiedades de biocompatibilidad y absorbencia en tejidos humanos, los
PHAs pueden ser usados en aplicaciones médicas incluyendo ingeniería de tejidos,
transportadores de medicamentos y en áreas cardiovasculares y ortopédicas. De igual
forma hay elementos como suturas, recipientes de sangre artificial, esófagos artificiales
[6][7][8].

2.1.2. Formas de producción de PHAs
La producción de los polihidroxialcanoatos puede ser in vitro o in vivo (Ver Figura 10).

Figura 10: Formas de producción de PHAs
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2.1.2.1. Producción in vitro:
La producción de PHA in vitro se hace a partir de lactonas, ácido hidroxialcanóicos o el
tioéster sintético 3-hidroxiacetil-CoA empleando enzimas aisladas tales como lipasas,
esterasas o algunas proteasas [9].

2.1.2.2. Producción in vivo
La producción de PHA in vivo se puede dar de dos formas: por fermentación de sustratos a
través de microorganismos y a través de plantas modificadas genéticamente.

- Producción por fermentación
Para la producción por vía fermentativa se utilizan microorganismos ya sean especies
nativas, es decir que tienen la habilidad innata de producción de PHA, o microorganismos
que han sido modificados genéticamente con el objetivo de inducir las rutas metabólicas
de producción de PHA en aquellos que originalmente no lo hacían o para mejorar
rendimientos en la producción y separación del PHA en aquellos que ya tienen esas rutas
metabólicas. Existen más de 100 especies de microorganismo nativos capaces de producir
PHA, pero solo unos pocos lo hacen con un rendimiento importante para aplicaciones
industriales. Los microorganismos sintetizan PHA a partir de diferentes sustratos y los
almacenan en su citoplasma como carbono de reserva. Estas acumulaciones generalmente
se dan cuando la célula es expuesta a condiciones de estrés nutricional en donde hay un
exceso de la fuente de carbono y una restricción de otro nutriente como nitrógeno,
fósforo u oxígeno [1]. Así, estos biopolímeros se depositan intracelularmente en formas de
cuerpos de inclusión y pueden llegar a representar más del 90% del peso seco celular [9].

- Producción en plantas modificadas genéticamente:
Se están desarrollando tecnologías de producción de PHA por medio de tejidos vegetales,
tales como semillas y hojas, los cuales a través de la fotosíntesis utilizan el dióxido de
carbono y agua como materia prima para la producción de PHA [5]. Los limitantes y
grandes retos es aumentar los rendimientos de producción para tener viabilidad
económica del proceso, y para ello se utilizan herramientas de la ingeniería genética e
ingeniería metabólica.

2.1.3. Biosintesis de PHA en microorganismos

El tipo de PHA formado por el microorganismo depende del sustrato utilizado (fuente de
carbono) y de la infraestructura metabólica del microorganismo. De forma general este
proceso se puede dividir en tres etapas:
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- Condensación de dos moléculas de tioésteres catalizado por su respectiva enzima
ketiolasa. Como se observa en la Figura 12, el tioéster producido a partir de sustratos
como glucosa y ácido acético es el Acetil-CoA y es así como dos de estas moléculas son
condensadas a Acetoacetil-CoA, catalizado por la enzima β-ketotiolasa la cual es
codificada con el gen phaA. Cuando el sustrato es un ácido graso como el ácido butírico el
tioéster producido es el S-3-hidroxibutiril-CoA y de igual forma dos moléculas de estos
compuestos son condensadas a Acetoacetil-CoA, por medio de la enzima ketiolasa
respectiva. En la formación del copolímero P(HB-HV), para la cual se utiliza glucosa y ácido
propiónico como fuente de carbono, dos tioésteres diferentes son condensados por la
enzima 3 ketiolasa (codificada con el gen bktB) a 3-ketovaleril: el Acetil-CoA proveniente
del metabolismo de la glucosa y el propionil-CoA, proveniente del metabolismo del ácido
propiónico (Figura 11).

- Reducción del Acetoacetil-CoA al monómero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por la
enzima acetoacetil-CoA reductasa. Esta enzima es codificada por el gen phaB y depende
de NDPH. En el caso de la formación del copolímero P(HB-co-HV), de forma paralela se
reduce el 3-ketovaleril a (R)-3-hidroxivaleril-CoA por medio de la misma enzima.

- Polimerización del monómero (R)-3-hidroxibutiril-CoA catalizado por la enzima PHA
sintetasa, la cual es codificada con el gen phaC. Se pueden distinguir tres clases de PHA
sintetasa [10] de acuerdo con las especificaciones del sustrato utilizado (fuente de
carbono) y las estructuras primarias del microorganismo.

La primera clase de PHA sintetasa es la representada por la PHA sintetasa del Ralstonia
eutropha, y se caracteriza por tener como sustrato monómeros de hidroxiácidos de
cadena corta (SCL HA).

La segunda clase de PHA sintetasa ha sido detectado en la Pseudomona oloevorans. Esta
enzima incorpora hidroxiácidos de cadena de longitud media (MCL HA).

La tercera clase se caracteriza porque tiene dos subunidades designadas como subunidad
C (40kDa) y subunidad E (40kDa) mientras que los dos primeros tipos de PHA sintetasa
tienen una sola subunidad con 60-70 kDa de masa. Aunque no se tienen muy bien
definidos los sustratos con los que trabaja esta enzima, se ha observado preferencia por
los SCL HA. Esta enzima ha sido identificada en los siguientes microorganismos:
Chromatium vinosum, Thiocystis violacea, Thiocapsa pfennigii y en el Synechocystis sp. PCC
6803.
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Figura 11: Rutas de biosíntesis del PHB y el copolímeros P(HB-HV) en el R. eutropha. Con las
respectivas enzimas que intervienen y los genes que las codifican [11]

A pesar que los hidroxiácidos (HAs) más comunes están oxidados en el tercer carbón
(3HB), otros HAs son oxidados en diferentes carbonos tales como: 4-hidroxibutirato (4HB),
4-hidroxivalerato(4HV), 4-hidroxihexanoato (4HHx), 4-hidroxiheptanoato (4HHp), y 4-
hidorxioctanoato (4HO). Estos monómeros han resultado interesantes en la formación de
copolímeros con los 3HBs con el objetivo de obtener un polímero con mejores
propiedades físicas. Cabe anotar que los monómeros oxidados en el carbón 4 son
usualmente derivados de fuentes de carbono como ácido-hidroxibutírico, 1,4-butanodiol y
γ-butirolactona.

PHA depolimerasa intracelular (PhaZ)

Como ya se ha mencionado anteriormente los PHAs son polímeros carbonados de reserva
formados durante un periodo de estrés en el cual hay un exceso de carbono y limitación
de uno o varios nutrientes (N, P, O2). Cuando esta condición de estrés desaparece, ya sea
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porque el nutriente límite aumenta su concentración en el medio o porque la fuente de
carbono también disminuye su concentración, el microorganismo utiliza estas inclusiones
de reserva. Para ello están equipados con un sistema de despolimerización, la enzima PHA
depolimerasa intracelular PhaZ. A diferencia del PHA sintetasa, esta enzima no está muy
bien caracterizada. En la Figura 12 se puede observar un Ciclo metabólico natural de la
síntesis y degradación del  PHB en bacterias, y las enzimas que participan en él.

Phasins (PhaP)

Desde hace 30 años se han realizado estudios en los cuales se observan que las inclusiones
de PHA tienen proteínas en su superficie intracelular. Por ejemplo las inclusiones de
P(3HB) del B. megaterium están compuestas de 97.7% de P(3HB), 1.87% de proteínas y
0.46% de lípidos [2]. Estas proteínas denominadas phasins (PhaP) a diferencia de las PHA
polimerasa y PHA depolimerasa, no tienen funciones catabólicas o anabólicas, y aunque
no se tiene muy clara su función, se presume que intervienen en la estabilidad de las
inclusiones dentro del citoplasma. En la Figura 13, se observa un esquema de la
membrana que rodea las inclusiones de PHA.

Figura 12: Ciclo metabólico natural de la síntesis y degradación del  PHB en bacterias en el que
participan las siguientes enzimas: PhaA: β-ketiolasa, PhaB coenzima NADPH y enzima Acetoacetil-

reductasa. PhaC: PHA sintetasa depolimerasa. 1, dimer hidrolasa; 2, (R)-3-hidroxyibutirato
deshidrogenasa; 3, acetoacetil-CoA sintetasa; 4, NADH-dependiente acetoacetil-CoA reductasa [10].
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Figura 13: .Modelo de la estructura de una inclusión de PHA en la célula y su asociación con
proteínas phasins.

2.2. Historia de la comercialización de PHA en el
mundo

La comercialización del PHB, el tipo de PHA más estudiado hasta el momento, fue
realizada por primera vez por la empresa W.R. Grace Co en la década de 1950. A mediados
de la década de los 70’s, Zeneca Bio products (conocida formalmente como ICI), produjo
varias toneladas de una serie de copolímeros de PHAs bajo el nombre de Biopol. En el
periodo de 1982-1988, Chemie Linz GmbH en colaboración con Petrochemia Danubia
(PCD) produjo PHB a partir de sacarosa como sustrato. En los comienzos de la década del
1990s Zeneca UK produjo el copolímero P(3HB-co-3HV) conocido comercialmente como
Biopol mediante la fermentación bacteriana usando una mezcla de glucosa y ácido
propiónico como sustratos. En 1996, Zeneca vendió el negocio Biopol a la empresa
Monsanto, la cual continuó las investigaciones comenzadas por Zeneca en la producción
de PHA en plantas genéticamente modificadas. En paralelo, Monsanto produjo
comercialmente pequeños volúmenes de Biopol y en 2001 vendió Biopol a la compañía
biotecnológica estaunidense Metabolix. Hoy en día Metabolix está produciendo PHA a
través de la fermentación de azúcar de maíz en un fermentador de 50 metros cúbicos.
Metabolix ha logrado altas velocidades de producción teniendo tiempos de fermentación
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menores de 40 horas y continúa en investigaciones para aumentar la viabilidad económica
del proceso.

Una compañía que generalmente no está asociada con el campo biotecnológico, Procter &
Gamble (P&G) ha invertido esfuerzos en desarrollar y comercializar Nodax, un tipo de
PHA. P&G ha patentado rutas de recuperación y  procesamiento de estos polímeros los
cuales son licenciados por la compañía japonesa Kaneka Corporation. Para la viabilidad
comercial del PHA se deben lograr concentraciones de 60-80g/l.

Las principales empresas que están actualmente produciendo PHB en el mundo se pueden
observar en la Tabla 7.

PHB: Nombre del
producto

Compañía
productora

Sustrato Precio
Producción

(t/año)

Biomer: P(3HB) Biotechnoly Co.
Germany

Sacarosa [5] 20€/kg (2003)
3-5€/kg(2010)

50 (2003)

Biocycle: P(3HB) PHB industrial
S/A company,
Brasil

Caña de azúcar
[12]

10-12€/kg
(2003) 2.5-3€/kg
(2010)

1400(2003)
30-60000(2010)

Biogreen: P(3HB) Mitsubishi GAS
Chemical, Japan

Metanol [13] 2.20 €/kg   (2010) -

P(3HB) Metabolix, USA
(BASF, ADM)

Azúcar maíz  [14] - -

Tabla 7: Principales productores de PHB en el mundo

En general los precios de los PHAs son mas altos que los otros biopolímeros como los
basados en almidón, PLA, y mucho más comparado con los plásticos sintéticos. Esto se
debe a los altos costos de producción del PHA (especialmente en los costos de materias
primas y purificación del producto) y a la producción en pequeña escala.

Las materias primas convencionales utilizadas para la producción de PHA como la
sacarosa, aceites vegetales y ácidos grasos son costosas. El uso de otros sustratos más
económicos como los residuos agroindustriales depende de las investigaciones que se
realicen, de las mejoras genéticas de los microorganismos y de la tecnología disponible
para el pretratamiento de estas materias primas.
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2.3. Costos de producción de los PHAs e impactos
ambientales

Los costos de producción de los polihidroxialcanoatos cuando son producidos por vía
fermentativa dependen de varios factores, entre ellos: la materia prima que son los
sustratos (fuentes de carbono principalmente), el tipo microorganismo utilizado (pues en
gran medida de él depende el rendimiento de conversión sustrato-producto), el tipo de
fermentación que se lleve a cabo (las condiciones inherentes a ella como aireación,
temperatura), la recuperación y purificación del producto final.

Actualmente el costo por materia prima oscila entre el 20% y 50% de los costos totales de
producción dependiendo principalmente del tipo de sustrato y el rendimiento del proceso.
En la Tabla 8 se ven los costos de producción del PHA, en este caso el producido por la
empresa P&G en el 2005 y lo proyectado para el 2030.

Costos (%) 2005 2030
Materia prima 20-30% 10-15%
Costos de Capital 30-35% 15-20%
Costos laborales 10-15% 10-15%
Costos de operación 15-20% 30-35%
Otros 15-20% 2-25%

Tabla 8: Costos de producción del PHA en el 2005 y los proyectados al 2030 por la empresa P&G

Los impactos ambientales generados por la producción de PHAs se focalizan en los
requerimientos de energía y en la producción de gases de efecto invernadero como el
CO2. Los requerimientos energéticos en la producción de PHAs pueden ser hasta tres
veces mayor que los requerimientos de polímeros sintéticos, y en este sentido los PHAs no
ofrecen una reducción en la emisión de impactos. En pocas palabras, si se comparan los
impactos ambientales de los polímeros sintéticos con los PHAs, teniendo en cuenta su
actual forma de producción, en realidad serían iguales. En donde se logra una fuerte
disminución del impacto ambiental es en la disposición final de los productos,
comparándolo con los plásticos sintéticos [15][16]. Cuando se producen PHAs a partir de
sustratos como glucosa, aumenta el impacto negativo, porque se tiene en cuenta la
cantidad de energía recursos necesarios para generar el sustrato.
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Una forma de disminuir el impacto ambiental de la producción de PHAs es integrando el
proceso a una biorefinería, es decir, que la materia prima sea el subproducto de otro
proceso. De igual forma si durante el proceso se hacen estrategias de integración
energética, la viabilidad ambiental y económica del proceso se potencializa.

Como se mencionó anteriormente los costos de producción están íntimamente
relacionados con: el sustrato, el microorganismo, el tipo de fermentación y la separación y
purificación. A continuación se analizarán estado actual de cada uno de esos ítems y las
alternativas tecnológicas para la disminución de los costos de producción e impactos
ambientales.

2.3.1. Sustratos utilizados para la producción de biopolímeros:
Materia prima de la fermentación

La producción a gran escala de PHB actualmente utiliza sustratos como glucosa, fructosa,
sacarosa, ácido propiónico. Es importante evaluar fuentes de carbono más económicas
teniendo en cuenta que el sustrato utilizado equivale hasta el 50% del costo total de
producción del PHB.

Una forma de hacer competitivo tanto desde el punto de vista ambiental como
tecnológico y económico es el aprovechamiento de residuos agroindustriales en la
producción de PHA. Al evaluar esta posibilidad se están mitigando dos impactos
importantes en dos sectores diferentes: 1. En el sector agroindustrial ya que se crea una
alternativa de aprovechamiento de un subproducto, que o bien genera muchos costos de
producción para la empresa en procesos de mitigación, o genera altos impactos
ambientales en su disposición final. 2. En la industria del PHB, pues se disminuyen los
costos de producción y se daría un valor agregado a una materia prima contaminante.

En Colombia la agroindustria es el sector más importante de la industria manufacturera,
generando gran cantidad de residuos, que no están siendo aprovechados y al contrario, se
convierten en un problema ambiental.

Desde el punto de vista ecológico, los residuos agroindustriales son fuentes renovables y
desde el punto de vista económico son sustratos con costo muy bajo o nulo, pues en las
empresas o los desechan al entorno pagando con ellos impuestos como tasas retributivas,
o como se dijo antes tienen que invertir dinero en el tratamiento de estos efluentes y
reducir su impacto ambiental en la disposición final.
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A continuación se expondrán algunos sustratos provenientes de la agroindustria y que,
comparados con los sustratos tradicionales usados en la producción de PHA, disminuyen
los costos de producción y en algunos casos impactos ambientales.

Melazas
La melaza es un producto líquido espeso derivado de materiales ricos en azúcares como la
caña de azúcar y la remolacha azucarera, y en algunos casos de materiales amiláceos
como la soya. Nutricionalmente presenta un altísimo contenido en hidratos de carbono
(azúcares) además de vitaminas del grupo B y abundantes minerales, entre los que
destacan el hierro, cobre y magnesio. Su contenido de agua es bajo. De acuerdo con Tate
& Lyle Molasses Germany [17] las cantidades de melaza de caña y remolacha generadas
en el mundo en el 2004 son de 39 y 12 millones de toneladas, respectivamente.

En Colombia el sector de azúcares y mieles obtuvo una producción bruta US$ 790 millones
y se generaron 36.000 empleos directos en el 2004. En la Tabla 9 se encuentran algunos
microorganismos productores de PHAs a partir melazas. Esto permite dimensionar el
sector de los azúcares en Colombia, aunque el aprovechamiento de las melazas como
subproducto de esta industria está enfocado actualmente para la producción de alcohol
carburante.

Microorganismo Sustrato
PHA

producido
Rendimientos-%

acumulación
Referencia

Azotobacter
vinelandii UWD

Melazas de
remolacha y
valerato

P(3HB-co-
3HV)

19-22 g polimero/l

8.5-23%

[18]

Bacillus sp. JMa5 Melazas de
caña

P(3HB) 25gPHB/l [19]

Pseudomona cepacia
G13

Melazas de
azúcar

P(3HB) 70% acumulación [20]

Rhizobium meliloti Melazas de
remolacha

P(3HB) 56% [21]

Bacillus cereus M5 Melazas de
remolacha

P(3HB) 74% [22]

Tabla 9: Microorganismos productores de PHAs a partir de melazas

Residuos de la industria láctea

La industria láctea es una parte importante del sector agroindustrial con una producción
mundial de leche y queso alrededor de 410 y 14 millones de toneladas métricas,
respectivamente en el 2005 de acuerdo al reporte del Departamento de Agricultura de
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Estados Unidos. El lactosuero es un subproducto generado durante la producción de
queso (1130-145 millones de toneladas por año generados en el mundo) es rico en
nutrientes fermentables tales como la lactosa (Figura 14), lípidos y proteínas solubles [23].
Su sobreproducción y el impacto ambiental generado por su disposición final directa en
cuerpos de agua hace de suma importancia el desarrollo de procesos fermentativos que
utilicen este subproducto como sustrato.

Figura 14: Principales azúcares fermentables del lactosuero.

Con una producción bruta de US$ 1.100 millones/año, el sector lácteo es el primer sector
en importancia de alimentos procesados en Colombia. Es también un sector con altos
niveles de valor agregado: el 35% del total de su producción bruta es destinada a
productos que generan valor agregado tales como leche pasteurizada, diferentes tipos de
quesos, helados y leches ácidas como el Yogurt y el Kumis. La cadena láctea generó 15.000
empleos en el 2003, 2.7% del total de la industria manufacturera, y en el 2005 generó
exportaciones por un total de US$ 58 millones [24].

Existen diversos estudios sobre el aprovechamiento del  lactosuero como sustrato para la
obtención de PHB. Algunos de esos resultados se pueden observar en la Tabla 10.
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Microorganismo
Tipo

fermentación

Tiempo
de

cultivo
(h)

PHB
acumulado
max (w/w)

Productivdad
(gPHBl-1h-1)

Referencia

Escherichia. coli
recombinante

Fed batch con
limitación de
oxígeno
Fed batch sin
limitación de
oxígeno

52

35

80%

55%

0.48

0.90

[25]

Thermus
thermophilus HB8

Feed bacth 24 35.6% - [26]

Methylobacterium
sp. ZP24

Feed batch - 64% 1.18 [27]

Pseudomonas
hydrogenovora

shaking flask - 42 % 0.18 [28]

Escherichia
coli
GCSC4401

fed-batch  con
recirculación
de celulas

- 87 % 4.6 [29]

Escherichia coli
strain GCSC
6576,

fed-batch 49 h 80% 1.408 [30]

Escherichia coli
CGSC 4401

fed-batch 26 h. 70% 1.35 g [31]

Tabla 10: . Microorganismos productores de PHB a partir lactosuero como fuente principal de
carbono.

Residuos Lignocelulósicos
Los materiales lignocelulósicos representan el mayor componente de los residuos
agrícolas y desechos agroindustriales y debido a las propiedades físicas y químicas de sus
componentes, además de su bajo costo y su amplia disponibilidad, los hacen sustratos de
interés para ser usados en procesos biotecnológicos. Por esta razón la utilización de
materiales lignocelulósicos ha sido investigada intensamente. La mayoría de estas
investigaciones han sido enfocadas a la producción de alcohol, ácidos orgánicos,
compostaje, papel, combustible, hongos comestibles y alimento para animales, pero no se
han realizado evaluaciones a fondo sobre el aprovechamiento de estos residuos para la
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producción de biopolímeros. Los materiales lignocelulósicos son sometidos a
pretratamientos para obtener una solución de azúcares fermentables, y suministrarlo
como sustrato a microorganismos con altos rendimientos en producción de PHB. Algunos
microorganismos tienen la capacidad de utilizar directamente estos residuos hidrolizados
como los que se observan en la Tabla 11.

Microorganismo
Sustrato PHB

acumulado
max (w/w)

Productivdad
(gPHBl-1h-1)

Referencia

B. sacchari IPT
101

Bagazo de
caña
hidrolizado

62% 0.11 [32]

B. cepacia IPT 048 Bagazo de
caña
hidrolizado

53% 0.09 [32]

B. sacchari IPT
101

Xilosa +
glucosa

58% 0.47 [32]

B. cepacia IPT 048 Xilosa +
glucosa

57% 0.46 [32]

P. pseudoflava
ATCC 33668

Xilosa 27.5% 0.031 [33]

B. cepacia ATCC
17759

Xilosa 45% 0.10 g [34]

Escherichia coli
TG1 (pSYL107)

Xilosa 35.8% 0.028 [35]

E. coli r TG1
(pSYL107)

Xilosa 64% 0.040 [35]

E. coli TG1
(pSYL107)

Xilosa 73.9% 0.11 [35]

Ralstonia
eutropha

Bagazo de
caña
hidrolizado

57% - [36]

Tabla 11: Microorganismos productores de PHB a partir de residuos lingocelulósicos
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Ácidos Grasos

Desde el punto de metabólico, los ácidos grasos son  los sustratos energéticamente
superiores a la glucosa pues su β-oxidación completa genera más moléculas de ATP (forma
de energía química) que una cantidad molar equivalente de glucosa [3]. Desde un punto
de vista de manejo de recursos naturales, los triacilglicéridos vegetales son materias
primas renovables. Colombia, con un 37.7% de la producción total de aceites vegetales en
América Latina, es el mayor productor de la región seguido de lejos por Ecuador (15.5%),
Costa Rica (10.0%), Brasil (8.4%) y Honduras (7.9%). Estos cinco países participaron con
cerca del 80% de las 1.4 millones de toneladas de aceite que produjo la región. El
consumo mundial de aceites y grasas en 2002, fue de 121 millones de toneladas, lo que
significó un crecimiento anual promedio de 3.8% en esos últimos cinco años. En América
Latina específicamente, el crecimiento fue de 4%. Colombia es el cuarto país con mayor
rendimiento de aceite de palma crudo a nivel mundial (Tns./Ht) después de Costa Rica,
Papua, Nueva Guinea y Malasia y se destacó también su aumento de productividad en el
2002 al aumentar en un 35.8% mientras que Malasia tuvo un incremento de 13.6% e
Indonesia sufrió un descenso de 7.5%. En la Tabla 12 se encuentra los principales
productores de aceites vegetales en Colombia [24].

Tabla 12: Principales productores de aceites en Colombia en el 2004

Comparativamente, el costo de producción de PHB con glucosa como material prima fue
calculado en US$3.8–4.2 /kg [23]. En términos de consumo energético el modelo de
producción basado en aceite de soya consume menos energía y en cuanto a emisiones,
este esquema emite menos CO2 que el modelo de producción basado en glucosa. En la

Empresa
Ventas

(US$
millones)

Participación en el
sector (%)

Crecimiento
anual

C.I. Yumbo 99.5 11.6% -7%
Grasas S.A. 94.5 11.1% 3%
C.I. Acepalma 83.2 9.8% 82%
Acegrasas S.A. 76.2 8.9% 4%
Grasco S.A. 55.1 6.5% 6%
Gracetales 53.6 6.3% -5%
Fagrave 49.8 5.8% 95%
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Tabla 13 se encuentran algunos microorganismos productores de PHAs  a partir de aceites
vegetales.

Microorganismo Sustrato
PHA

producido

Rendimientos-
%

acumulación
Referencia

Aeromonas caviae
Aceite de oliva
insaponificado

P(3HBco-
3HHx)

<20% [38]

Ralstonia eutropha H16 Aceite de soya,
aceite de maíz,
aceite de palma

P(3HB)
P(3HB-co-

3HHx)

-
[39]Ralstonia eutropha

PHB4 recombinante
Tabla 13: Microorganismos productores de PHAs  a partir de aceites vegetales

Glicerol

Actualmente el petróleo y sus derivados representan el 35% de la energía total utilizada
en el mundo y cerca del 60% es empleado en el sector transporte [40]. El incremento de
los precios del petróleo y las limitadas reservas de este combustible fósil ha generado el
desarrollo de energías renovables, como lo son los combustibles líquidos. Uno de los
combustibles más importantes es el biodiesel debido a que las emisiones generadas por
su combustión son menores que las generadas por el biodiesel derivado del petróleo
(disminución del 100% en dióxido de azufre, 48% en monóxido de carbono, 47% en
material particulado, y por encima del 90% en mutagenicidad [41]).

La Unión Europea es el principal productor de biodiesel con un 82% del biodiesel
producido en todo el mundo. De acuerdo con la European Biodiesel Board [42] la
producción de biodiesel en el 2005 fue de 3.2 millones de toneladas aproximadamente.
Estados Unidos es el segundo mayor productor. La capacidad de producción de biodiesel
se ha incrementado en el mundo de 591.000 toneladas en 1996 a cerca de 5 millones en el
2005 [18]. El desarrollo del biodiesel y de otros biocombustibles alternativos al petróleo
en Colombia también se ha incrementado en los últimos años. Con el apoyo de gobierno
en sus políticas de estimulación de la producción de biocombustibles además de la
normatividad sobre la mezcla de gasolina y ACPM con alcohol carburante y biodiesel
respectivamente, diversos proyectos de montaje y puesta en marcha de plantas
productoras de biodiesel a partir especialmente de la palma africana, higuerilla, entre
otras oleaginosas, se están ejecutando. La demanda en el país de biodiesel se proyecta en
aumento pues si se implementa la ley en la que exigen el B10 (una mezcla de 10%
biodiesel y 90% diesel petroquímico) equivaldría a utilizar 7.000 barriles de biodiesel/día.
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Las empresas que actualmente están produciendo biodiesel En Colombia se encuentran
en la Tabla 14.

Región Empresa
Capacidad
(Ton/Año)

Inversión
(U$MM)

Área
sembrada

(ha)

Fecha
entrada en
operación

Norte,
Codazzi

Oleoflores 50.000 11 11.111 Enero 2008

Norte,
Santa Marta

Odín Energy 36.000 12 8.000 Junio 2008

Norte,
Santa Marta

Biocombustibles
Sostenibles del

Caribe

100.000 17 22.222 Marzo 2009

Oriental,
Facatativá

Bio D 100.000 41 22.222 Febrero 2009

Central,
B/bermeja

Ecodiesel de
Colombia

100.000 35 22.222 Febrero 2010

Norte,
Barranquilla

Clean Energy 30.000 12 7.000 Septiembre
2009

Oriental,
San Carlos de
Guaroa, Meta

Aceites Manuelita 100.000 42 22.222 Julio 2009

TOTAL 516.000 170 114.999 16.425

Tabla 14: Principales empresas productoras de biodiesel en Colombia [43]

El biodiesel es producido por la transesterificación de grasas animales o aceites vegetales
con un alcohol de cadena corta, reacción que es catalizada ya sea por un ácido o una base.
El glicerol crudo es un subproducto de esta reacción en una relación másica de 1/10
(glicerol/biodiesel), y está compuesto principalmente de glicerol, ácidos grasos libres,
metiléstres de ácidos grasos y algunas trazas de sales. Esta composición depende del
aceite vegetal o grasa utilizado, el proceso de transesterificación (de acuerdo al tipo de
catálisis utilizada) y la tecnología de separación y purificación del biodiesel [44]. La
creciente industria del biodiesel ha llevado a una sobreproducción de glicerol lo que
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provoca una disminución de precio en el mercado, afectando directamente a la economía
de la industria del biodiesel.

El glicerol puro es una materia prima importante usada en la industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética, automovilística, papelera, del cuero, textil y tabacalera [45]. Para
remover las impurezas del glicerol crudo, este es refinado por medio de procesos
tradicionales de separación tales como filtración, adición de aditivos químicos y
destilación fraccional al vacío. El problema de estos procesos es que son costosos por el
gran consumo energético y es prácticamente inviable desde el punto de vista económico
para empresas de pequeña y mediana escala. De esta forma es necesario desarrollar
biorefinerías basadas en el glicerol crudo para obtener productos de valor agregado, y es
por esto que el uso del glicerol como sustrato para procesos microbiológicos se hace cada
vez más interesante. Dada la naturaleza reducida de las cadenas de carbono del glicerol,
este puede ser usado como fuente de carbono en procesos microbiológicos sustituyendo
el azúcar normalmente usado. En la Figura 15 se puede observar las rutas metabólicas
para llegar a Acetil-CoA, el cual es un intermediario indispensable en la formación de PHB
en la célula. En la Tabla 15 se encuentran algunos microorganismos productores de PHB a
partir de glicerol.
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Figura 15: Glicerol como fuente de carbono. Las reacciones son catalizadas por las enzimas fructosa
1,6-bifosfatasa (1), glucosa 6-fofatasa (2), y piruvato kinasa (3).

Microorganismo

Fuente de
carbon y

nitrógeno

Máxima
acumulación de

PHB (g/l)

% de PHB
(Peso celular

seco)

Rendimiento

(gPHB/l*h)

Ref.

Cupriavidus necator
JPM134

PG/(NH4)2SO4

GRP/(NH4)2SO4

-

-

70

48

-

-

[45]

Cupriavidus necator
DSM 545

PG/(NH4)2SO4 51.2

38.1

62

50

1.51

1.1

[46]

Organismo
osmofílico

GRP/YE 16.2 49.6 0.05 [47]
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Metilobacterium
rhodesianum

MB 126

PG/CH 11 50 0.23 [48]

Ralstonia eutropha
DMS 11348

PG/CP

PG/CA

9.7

17.6

42

65

0.210

0.39

[48]

Escherichia coli
CT1061

PG

(microaireacion)

18.8 51 0.18 [49]

Escherichia coli
(ATCC:PTA–1579)

PG como única
fuente de
carbono, y
extracto de
levadura y
peptona como
fuente de
nitrógeno .

- 60 - [50]

Tabla 15: Microorganismos  productores de PHB a partir de glicerol. CA: Casaminoacidos, CG:
glicerol comercial, CH: caseinas hidrolizadas, CP: caseína peptona, WG: glicerol crudo, YE: extracto

de levadura.

2.3.2. Fermentación

Los microorganismos que son usados para la producción de PHAs pueden ser divididos en
dos grupos basados en las condiciones de cultivo que requieren para la síntesis de PHA
[51]:

El primer grupo requiere para la síntesis de PHA la limitación de un nutriente esencial tal
como nitrógeno, fósforo, magnesio o azufre, y un exceso de carbono. Entre las bacterias
que se incluyen en este grupo están: Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens, y
Protomonas oleovorans.

El segundo grupo (en el que están microorganismos como el Alcaligenes latus, un
mutante de Azotobacter vinelandii y E. coli recombinante) no requieren limitación de
nutriente para la síntesis de PHA y pueden acumular polímero durante el crecimiento.
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La fermentación se puede llevar a cabo en lotes, en lotes alimentados y en continuo. A
continuación se especifican las características de cada tipo de fermentación utilizando el
primer grupo de microorganismos:

Producción en lotes: es normalmente inducida por una alimentación limitada de algún
nutriente, generalmente nitrógeno, y un exceso en la fuente de carbono desde el
comienzo de la fermentación y se detiene después de un tiempo, cuando se ha alcanzado
la fase estacionaria [52], o el tiempo que la cinética del microorganismo hayan
demostrado que sea la forma más eficiente de llevar a cabo la fermentación.

Producción en lotes alimentados: es el método más usado para alcanzar una alta densidad
celular e inducir en determinado tiempo la limitación de nutrientes [53], así la etapa de
crecimiento se puede controlar y en el momento de alcanzar altas densidades celulares se
induce la limitación de nutrientes. Durante la fase de limitación de nutrientes la
concentración de material celular residual (equivalente a toda la biomasa que no es PHA)
se mantiene casi constante, de tal modo que el aumento de la biomasa total se debe la
acumulación de PHA en el citoplasma del microorganismo [51].

Producción en continuo: esta clase de proceso se lleva a cabo generalmente en dos
bioreactores en serie, lo cual permite aumentar la productividad en 1.7 veces más
comparado con una sola etapa [54].

El rendimiento de la fermentación se ve afectado por la temperatura, pH, radio de
alimentación de carbono/nitrógeno, la concentración de sustratos, la concentración de
elementos trazas, la concentración de iones, la intensidad de agitación y el oxígeno
disuelto. De acuerdo a cada microorganismo, las condiciones de fermentación se pueden
optimizar con miras a aumentar el rendimiento de conversión de sustrato a PHA y
disminuir tanto los tiempos de operación, como los costos inherentes a ellos.

Los costos inherentes a la etapa de fermentación se deben principalmente a la aireación y
temperatura de operación. Para disminuir estos costos los trabajos se enfocan
principalmente en la mejora de los rendimientos de los microorganismos, y en la
disminución de requerimientos de calor y aireación. Un ejemplo de esto es la búsqueda de
microorganismos anaerobios o microanaerobios que sean productores de PHB que tengan
rendimientos viables para un escalado a nivel industrial. La modificación genética también
es una alternativa para disminuir la dependencia al oxígeno, de tal forma que
microorganismos que son aerobios se vuelvan microaerobios, es decir que necesiten
pequeñas cantidades de oxígeno para sus procesos metabólicos.
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2.3.3. Proceso de separación

Después de la fermentación, el siguiente paso es el aislamiento y purificación del PHB. En
este nivel, el PHB es extraído del citoplasma celular y para ello la membrana celular es
destruida y el PHB es disuelto en solventes. Es así como el PHB queda separado de la
biomasa residual.

El proceso de separación se puede dividir en tres partes [55]: Pretratamiento, extracción y
purificación.

El pretratamiento se realiza para debilitar la membrana celular y así realizar la disrupción
celular de una forma más fácil. Este pretratamiento se puede dar con: calor, álcalis, sales,
o por congelamiento.

Hay diferentes métodos de extracción para separar el PHB de la biomasa residual- Las
ventajas y desventajas de ellos se pueden observar en la Tabla 16.

- Extracción con solventes:

La extracción de PHA con solventes es el método más antiguo. La acción del solvente
puede ser dividida en 2 etapas, en la primera modifica la permeabilidad de la membrana
celular y en la segunda disuelve el PHA. Los principales solventes utilizados son:
hidrocarburos clorados (cloroformo, 1,2.dicloroetano, cloruro de metileno), solventes de
carbonatos cíclicos (cabonato de propileno y etileno), solventes halogenados (cloroetanos
y cloropropanos), solventes no halogenados, alcoholes, ésteres, amidas y ketonas, entre
otros [28]. Este tipo de extracción a pesar de su eficiencia en cuanto a la pureza del PHA
obtenido, requiere grandes cantidades de solvente por gramos de PHA extraído. Además
las repercusiones ambientales y en la salud humana que conllevan su uso hacen que sea
necesario combinarlo o sustituirlo por otros métodos de extracción que tengan un mejor
rendimiento y sobre todo disminuyan los impactos ambientales.

- Digestión:

La digestión puede ser química o enzimática. La digestión química consiste en el uso de
diferentes agentes químicos para destruir componentes de la membrana celular como
lípidos, carbohidratos, proteínas y enzimas. De acuerdo con el agente químico usado la
digestión puede ser con biosurfactantes, hipoclorito de sodio, hipoclorito de sodio y
cloroformo, surfactante hipoclorito, surfactante-kelatos. La digestión enzimática consiste
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Método de
extracción

Ventajas Desventajas
Rendimientos (%

peso)

Extracción con
solvente

Eliminación de
endotoxinas/ alta
pureza/No degrada
el polímero

Uso de solventes
halogenados
peligrosos/Costoso

Pureza: 99.5%;

Recuperación> 90%

Digestión con
surfactantes

Tratamiento de
altas densidades
celulares. No
degrada el polímero

Baja pureza/Se debe
tratar el agua residual
producida Pureza >95%

Digestión con NaOCl Alta pureza
Degradación del
polímero

Pureza: 99%;

Digestión con NaOCl
y cloroformo

Alta pureza
Necesita altas
cantidades de
solvente

Pureza: >97%

Digestión con NaOCl
y surfactantes

Bajos costos de
operación

-
Surfactante-EDTA
Pureza: 98%;

Digestión con kelatos
y surfactantes

Alta pureza/baja
contaminación

Produce grandes
volúmenes de agua
residual

Pureza: 98.7%

Digestión enzimática Buena recuperación
Alto costas de las
enzimas

Pureza: 92.6%

Disrupción por
molienda

No usa químicos
Requiere muchas
etapas

-

Extracción con CO2

Supercrítico
Bajo costo/baja
toxicidad

Bajos rendimientos Recuperación: 89%

Liberación
espontánea

No necesita
químicos

Baja recuperación
Rendimiento: 80%

Tabla 16: Procesos de extracción de PHB de la biomasa celular residual (Adaptado de Jacquel et al
[55])
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en el uso de enzimas para degradar la membrana celular. Diferentes enzimas proteolíticas
tienen altas selectividades en disoluciones de proteínas y pocos efectos sobre la
degradación del PHA. La digestión enzimática puede ser complementada por otros
métodos de extracción como el de solventes y también por pretratamientos de la
biomasa.

Disrupción mecánica:

La disrupción celular mecánica es ampliamente usada en la recuperación intracelular de
proteínas. Esta puede ser de diferentes tipos, tales como: disrupción con molino de bolas,
Homogenización a alta presión, disrupción con ultrasonido, centrifugación y tratamientos
químicos.

Extracción con fluidos supercríticos:

Los fluidos supercríticos tienen unas propiedades muy atractivas: alta densidad y baja
viscosidad, haciéndolos muy interesantes en procesos de extracción. El CO2 es el fluido
más usado para este propósito debido a que este tiene baja toxicidad y reactividad,
temperatura y presión crítica moderada, disponibilidad, bajo costo y no inflamable. El
rendimiento de la extracción con CO2 supercrítico es muy parecido al rendimiento
obtenido por otros métodos. Este tipo de extracción puede ser combinado con
pretratamientos con NaOH o sales, con el fin de obtener una mayor disrupción celular.

Uso de fragilidad en la membrana celular:

Este método utiliza la debilitación de la membrana celular de los microorganismos
después de acumular grandes cantidades de PHA. Esto permite el uso de métodos
sencillos de extracción

Liberación espontánea

Algunas especies de Escherichia coli recombinante tiene la habilidad de liberar
espontáneamente los gránulos de PHB intracelular. De esta forma solo es necesario un
método simple de purificación como la centrifugación y/o lavado con agua destilada.
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CONCLUSIONES

El polihidroxibutirato (PHB), termoplástico de la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA),
es biodegradable, biocompatible, no tóxico, se obtiene a partir de fuentes renovables,
propiedades que lo hace un atractivo sustituto de plásticos sintéticos como el polietileno y
el polipropileno. Sus aplicaciones están enfocadas en un inicio en el campo de empaques y
biomédica principalmente. Puede ser producido in vivo mediante la fermentación
microbiana de diferentes sustratos. Más de 100 especies de microorganismos diferentes
sintetizan y almacenan PHAs en su citoplasma como carbono de reserva y esta
acumulación puede llegar a representar más del 90% del peso seco celular. En general, la
producción de PHA se da cuando la célula es expuesta a condiciones de estrés nutricional
en donde hay un exceso de la fuente de carbono y una restricción de otro nutriente como
nitrógeno, fósforo u oxígeno.

A pesar de que se está produciendo PHB desde 1950, los costos de producción son altos e
impiden que sean competitivos frente a los plásticos sintéticos. Los costos de producción
dependen del tipo de sustrato, el microorganismo utilizado (ya que determina la
productividad), el tipo de separación y purificación utilizado. Los sustratos convencionales
utilizados para la producción de PHB son glucosa, fructosa, sacarosa, ácido propiónico,
azúcares de maíz, entre otros, los cuales son costosos en una escala industrial lo que hace
que el costo por materia prima pueda representar hasta el 50% de los costos totales de
producción del PHB.

Por otra parte, los impactos ambientales generados por la producción de PHAs se
focalizan en los requerimientos de energía y en la producción de gases de efecto
invernadero como el CO2. Los requerimientos energéticos en la producción de PHAs
pueden ser hasta tres veces mayor que los requerimientos de polímeros sintéticos, y en
este sentido los PHAs no ofrecen una reducción en la emisión de impactos. En donde se
logra una fuerte disminución del impacto ambiental es en la disposición final de los
productos, comparándolo con los plásticos sintéticos.

En este punto nos enfrentamos a dos grandes problemas: el primero, el generado por los
plásticos sintéticos especialmente en su dependencia con el petróleo y su disposición
final. El segundo, el que presenta el polihidroxibutirato en cuanto a sus costos de
producción e impactos ambientales cuando se utilizan sustratos convencionales. Una
forma de disminuir los costos de producción es la búsqueda de sustratos más económicos
y es así como los residuos agroindustriales se vuelven en una alternativa interesante por
su disponibilidad y bajos precios. En el contexto colombiano toma aún más relevancia,
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siendo este sector el más importante de la industria manufacturera. En el mundo se han
realizado estudios sobre el aprovechamiento de residuos de la industria láctea, azucarera,
amilácea, aceites vegetales, entre otros. En este trabajo le damos relevancia al
aprovechamiento del glicerol como residuo de la industria del biodiesel, dando
continuidad a la línea de investigación del grupo de Proceso Químicos, Catalíticos y
Biotecnológicos de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales, el cual está
desarrollando una infraestructura tecnológica en la producción de biodiesel a partir de
diferentes aceites vegetales. Es así como se genera una alternativa tecnológica para el
aprovechamiento del glicerol como residuo agroindustrial, ya que debido al crecimiento
de este sector en el mundo, la sobreproducción de glicerol se está convirtiendo en un
problema ambiental por la disminución de sus precios de comercialización y altos costos
en los tratamientos para su disposición final. Además las proyecciones de producción de
biodiesel en Colombia hacen ver que este sector esté en un crecimiento constante.
Actualmente se tiene una capacidad de producción de 516.000 ton/año, lo que equivale a
una producción de glicerol crudo de 51600 ton/año, materia prima económica disponible
para a producción de PHB propuesta.
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Capítulo 3: Experimentación

Introducción

Este capítulo contiene el diseño experimental y resultados obtenidos en el estudio de la
producción de PHB por fermentación microbiana. Para ello se utilizaron dos
microorganismos diferentes: Cupriavidus necátor NCIMB 11842 (microorganismo de
referencia de la ATCC, conocido también con el nombre de Ralstonia eutropha) y el Bacilus
megaterium (un microorganismo nativo aislado de los estuarios de Bahía Blanca
Argentina). Ambos microorganismos tienen la habilidad de producir PHB ante ciertas
condiciones de concentración de nutrientes según reportes encontrados en la literatura.

3.1. Generalidades

La metodología general desarrollada  en esta fase experimental se puede observar en la
Figura 16. Se puede dividir en las siguientes etapas: Activación y conservación del
microorganismo, adaptación del microorganismo al residuo agroindustrial, fermentación,
separación, cuantificación y caracterización del producto final.
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Figura 16: Metodología etapa experimental

3.1.1. Activación y conservación del microorganismo

La activación consiste en proporcionarle al microorganismos las condiciones necesarias
(nutrientes, temperatura, pH, aireación) para que se active su fase de crecimiento. Para
cada microorganismo esas condiciones son específicas, y también depende del tipo de
conservación en que se encuentre.

En la conservación de microorganismos se cumple con tres objetivos básicos: i) mantener
el Cultivo puro (PUREZA), ii) garantizar que la célula esté viva (VIABILIDAD), y, iii)
garantizar la estabilidad genética (ESTABILIDAD). Los microorganismos se pueden
conservar de diferentes formas cada una de las cuales tiene un periodo de tiempo límite.
En la Figura 17 se observan diferentes alternativas.
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Figura 17: Formas de conservación de microorganismos

En este proyecto los microorganismos se conservaron de dos formas: para una
conservación a largo plazo se empleó la crioconservación a -80°C (utilizando glicerol como
agente criogénico en una mezcla de células crecidas en medio de cultivo líquido y glicerol
con una proporción de 30-70% v/v, respectivamente) y para mantener al microorganismo
activo se emplearon medios de cultivo tanto sólidos como líquidos. Los medios de cultivo
líquidos fueron caldo nutritivo y un medio formulado cuya composición se expondrá mas
adelante. Los medios de cultivo sólidos utilizados fueron agar nutritivo y un agar
formulado con los mismos nutrientes del medio líquido formulado más un agente
solidificante que fue agar-agar.

3.1.2. Adaptación del microorganismo al residuo agroindustrial

Durante la fase de activación, el microorganismo tiene su fuente de carbono convencional
(es decir carbohidratos como glucosa y otros azúcares asimilables) que están contenidos
en los medios de cultivo comerciales. El propósito de este proyecto es evaluar la
producción de PHB a partir del residuo agroindustrial glicerol. Para ello se necesita
adaptar al microorganismo a esta nueva fuente de carbono. Esto se hace con mezclas
iniciales del nuevo sustrato con sustratos convencionales y evaluando la tolerancia del
microorganismo hasta reemplazar totalmente la fuente de carbono tradicional por la
nueva. En vista de preservar la adaptación obtenida, se conservaron los microorganismos
adaptados en un agar formulado. Como se mencionó anteriormente este agar tiene las
concentraciones de sales y de glicerol con las que se trabajaron en las fermentaciones y se
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usó como agente solidificante agar-agar. Es importante aclarar que todas las pruebas
experimentales se realizaron con glicerol al 99.9% de pureza

3.1.3. Fermentación

Una vez se tuvo adaptado el microorganismo a la nueva fuente de carbono, se realizaron
estudios de fermentación a una escala mayor (1 litro o más) en un bioreactor con control
de Temperatura, agitación y aireación. La Figura 18 es una fotografía del equipo en el que
se realizaron las fermentaciones. Todas las fermentaciones se realizaron en lotes.

Figura 18: Bioreactor BIOENGINEERING 3,5l.

El objetivo de esta fase es observar los tiempos de fermentación, rendimientos de
producción de PHB y determinar las variables que influyen en el desempeño del
microorganismo. Para ello se hace seguimiento de las siguientes variables:

Biomasa:

La medida de la biomasa se realizó por dos métodos diferentes: medida de la absorbancia
del medio (método indirecto) y medida de peso seco (método directo).

PHB:

El PHB se identificó y cuantificó por cromatografía de gases, basados en el método de
Braugmer [1]. Esta metodología está dividida en dos partes: la primera consiste en la



80

transesterificación por vía metanólisis ácida del ácido butírico, y la segunda, la
identificación del metil ester del ácido butírico en el cromatógrafo (Anexo A).

Nitrógeno:
Para medir nitrógeno amoniacal se utilizo el método Kjeldahl por destilación [2].

pH: se mide por medio de un sensor en línea.

3.1.4. Separación

La separación o extracción del PHB se hizo por el método digestión con hipoclorito-
cloroformo el cual es un método muy usado a escala de laboratorio por su rapidez y
eficiencia en la extracción del PHB. La metodología se explica con detalle en el Anexo B.

3.1.5. Caracterización del PHB

Para caracterizar el PHB obtenido se le hicieron dos pruebas básicas: ESEM y FTIR. El ESEM
con el fin de determinar el grado de pureza del polímero obtenido y el FTIR para
comprobar por medio del espectro que el biopolímero es PHB.

3.2. FERMENTACIONES REALIZADAS PARA LA
PRODUCCIÓN DE PHB

Para el estudio de la producción de PHB por fermentación microbiana se utilizaron dos
microorganismos diferentes: Cupriavidus necátor NCIMB 11842 (microorganismo de
referencia de la ATCC) y el Bacilus megaterium (un microorganismo nativo aislado de los
estuarios de Bahía Blanca Argentina). Ninguno de los microorganismos es modificado
genéticamente y ambos tienen la habilidad de producir PHB ante ciertas condiciones de
concentración de nutrientes según reportes encontrados en la literatura.
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3.2.1. Producción de polihidroxibutirato con el
microorganismo C. necátor NCIMB11842

3.2.1.1. Activación del C. necátor NCIMB 11842
Cupriavidus necátor NCIMB 11842 estaba almacenado en estado liofilizado. La activación
se realizó en caldo nutritivo a 26-27°C durante 24 horas. Luego se hizo una siembra por
agotamiento en agar nutritivo y se incubó hasta que el microorganismo alcanzara un
crecimiento prudencial. Posteriormente se conservó el microorganismo activo mediante
refrigeración a 4°C.

3.2.1.2. Adaptación del C. necátor NCIMB 11842 al glicerol como única fuente de
carbono

Con el fin de adaptar al C. necátor al glicerol como única fuente de carbono, la primera
fase consistió en evaluar la tolerancia que tenía el microorganismo al glicerol. Para ello se
tomó una colonia del agar nutritivo y se hizo un pase por agotamiento a un agar nutritivo
que contenía 20g/l de glicerol. Se dejó crecer en la incubadora a 27°C, durante dos días. El
crecimiento en este agar demostró la tolerancia al glicerol del microorganismo. El paso a
seguir fue proporcionarle glicerol como única fuente de carbono. Para ello se utilizó un
medio formulado con las sales que se encuentran en la Tabla 17 basados en trabajos
realizados por Cavalheiro et. al. [3].

El glicerol y el MgSO4 7H2O se autoclavan por separado, y luego se agrega al medio en
momentos antes de inocular.

En una primera evaluación del rendimiento en producción de biomasa (registrada a través
de la medida de la absorbancia del medio a 600nm) se analizaron varias concentraciones
iniciales de glicerol (10, 20, 30, 40, 50, 60 g/l) Las fermentaciones se llevaron a cabo en
erlenmeyers de 100ml con 10 ml de medio, agitado con un shaker orbital a 200 rpm, 27°C
durante 96 horas. Los resultados obtenidos se encuentran en la Figura 19.
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Tabla 17: Composición del medio formulado

Figura 19:Medida de la absorbancia a 600nm con diferentes concentraciones iniciales de sustrato
después de 96 horas de incubación a 27°C.

REACTIVO
FORMULA
QUIMICA

CANTIDAD g/l

Sulfato de amonio (NH4)2SO4 1

Fosfato diácido de potasio KH2PO4 1,5

Fosfato ácido de sodio Na2HPO4 9

Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO4 · 7H2O 0,2
Solucion elementos trazas 1 ml

Sulfato de hierro heptahidratado FeSO4 · 7H2O 10

Sulfato de zinc ZnSO4 · 7H2O 2,25

Sulfato de cobre CuSO4 · 5 H2O 1

Sulfato de manganeso tetrahidratado MnSO4 · 4H2O 0,5

Cloruro de calcio dihidratado CaCl2 · 2H2O 2

Acido bórico H3BO4 0,23

Molibdato de amonio (NH4)2Mo7O24 0,2

Ácido clorhídrico 35% HCl 10ml
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El microorganismo creció en todas las concentraciones de glicerol. A pesar de tener un
largo tiempo de adaptación, logró utilizar el glicerol como única fuente de carbono
después de 96 horas.  Las concentraciones de glicerol en las que tuvo mejor desempeño
(en cuanto a producción de biomasa) fueron las de 50 y 60 g/l.

FERMENTACIÓN I: Evaluación de la productividad de PHB del C. necator utilizando
concentración inicial glicerol de 20g/l a una temperatura de 33°C

Preinóculo.

El preinóculo se sembró en caldo nutritivo al 50% y 20 g/l de glicerol, en dos erlenmeyers
de 500ml con 50ml de medio. Después de 24 horas de incubación, se centrifugaron los
medios durante 15 min a 6000rpm. Se realizaron dos lavados con medio formulado. Se
dispersó la biomasa en medio formulado y se inoculó.

Condiciones de fermentación.

La fermentación se llevó a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. El volumen  de
fermentación fue de 1,2l. Las condiciones fueron las siguientes: T=30ºC, 300 rpm, P=1,3
bar, flujo de aire=75. No se controló pH. El objetivo era conocer el comportamiento de la
curva de crecimiento de biomasa, la producción de PHB y el comportamiento del pH en el
tiempo.

RESULTADOS

Biomasa:

En la Figura 20 se puede observar las fases típicas de crecimiento microbiano midiendo la
absorbancia del medio a 600nm con respecto al tiempo. Ente las horas 0-69 se presenta la
fase de latencia. El crecimiento exponencial se observa a partir de la hora 69 hasta la hora
130. De ahí en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentación total
fue de 140 horas con una concentración final de biomasa de 9.42g/l.
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Figura 20: Absorbancia a 600nm vs tiempo de la fermentación con C. necátor en medio con 20 g/l
de glicerol a 30°C durante 140 horas.

Producción de PHB

La Figura 21 se muestra la curva de crecimiento microbiano medido en peso seco de
biomasa y la curva de producción de PHB ambas con respecto al tiempo. En esta se puede
observar que el inicio de la formación de PHB se presenta entre las 116 y 130 horas,
logrando una concentración de PHB a las 140 horas de  4.35 g/l, representando un
porcentaje de acumulación de peso seco en la célula del 44.4%.

Figura 21: Correlación entre la Biomasa total medida y el PHB en g/l (peso seco), con respecto al
tiempo de la fermentación con C. necátor en medio con 20 g/l de glicerol a 30°C durante 146 horas.
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pH: La variación del pH durante el tiempo de fermentación se puede observar en la Figura
22. Como se aprecia en la gráfica la variación total del pH fue de 7.5 a 6.28.

Figura 22: Variación del pH durante el tiempo de fermentación con C. necátor en medio con 20 g/l
de glicerol a 30°C durante 140 horas.

Los datos de  la FERMENTACIÓN I del C. necátor NCIMB 11842 con una concentración
inicial de glicerol de 20 g/l, se encuentran en la Tabla 18.

TIEMPO
(horas)

Absorbancia
(600nm)

Biomasa Peso
medido (g/l)

PHB peso
seco  (g/l)

pH

0 0,1 1,32 0 7,5
12 0,15 1,39 0 7,14
17 0,16 1,40 0 7,14
20 0,15 1,39 0 7,15
37 0,22 1,48 0 7,15
40 0,23 1,50 0 7,15
57 0,37 1,70 0 7,09
64 0,45 1,85 0 7,09
69 0,52 1,97 0 7,04
75 0,56 2,04 0 7,04
82 0,77 2,50 0 6,99
86 0,88 2,78 0 6,99
90 1 3,11 0 6,98

106 1,11 3,48 0 6,98
109 1,15 3,59 0 6,98
116 1,45 4,79 0,12 6,93
130 2,14 9,22 3,30 6,93
134 2,16 9,44 3,81 6,78
140 2,16 9,43 4,35 6,78

Tabla 18: Datos de la fermentación con C. necátor a una concentración inicial de glicerol de 20g/l
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FERMENTACIÓN II: Evaluación de la productividad de PHB del C. necator NCIMB 11842
utilizando concentración inicial glicerol de 50g/l a una temperatura de 33°C

Preinóculo

El preinóculo se sembró en caldo nutritivo al 50% y 50 g/l de glicerol, en dos erlenmeyers
de 500ml con 50ml de medio. Después de 24 horas de incubación, se centrifugaron los
medios durante 15 min a 6000rpm. Se realizaron dos lavados con medio formulado. Se
dispersó la biomasa en medio formulado y se inoculó.

Condiciones de fermentación

La fermentación se llevó a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=30°C, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controló pH. El
objetivo es conocer el comportamiento de la curva de crecimiento de biomasa y  el
comportamiento del pH en el tiempo.

RESULTADOS

Biomasa:

En la Figura 23 se puede observar las fases típicas de crecimiento microbiano midiendo la
absorbancia del medio a 600nm con respecto al tiempo. Ente las horas 0-31 se presenta la
fase de latencia. El crecimiento exponencial se viene a percibir a partir de la hora 31 hasta
la hora 81. De ahí en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentación
total fue de 146 horas con una concentración final de biomasa de 15.6g/l.

Figura 23: Absorbancia vs tiempo, de la fermentación con C. necátor en medio con 50 g/l de glicerol
a 30°C durante 146 horas.
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Producción de PHB:

En la Figura 24 se muestra la gráfica PHB (g/l) vs tiempo. En esta se puede observar que a
partir de la hora 60 se da inicio a la formación de PHB, alcanzando una concentración de
PHB a las 146 horas de 8.73 g/l, representando un porcentaje de acumulación de peso
seco en la célula del 55.99%.

Figura 24: Correlación entre la Biomasa total medida y el PHB producido en g/l de peso seco, con
respecto al tiempo de la fermentación con C. necátor en medio con 50 g/l de glicerol a 30°C durante

146 horas.

pH:

La variación del pH durante el tiempo de fermentación se puede observar en la Figura 25.
Como se aprecia en la gráfica la variación total del pH fue de 7.5 a 6.28.

Figura 25: Variación del pH durante el tiempo en la fermentación con C. necátor en medio con 50
g/l de glicerol a 30°C durante 146 horas.
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Los datos de esta fermentación están en la Tabla 19.

TIEMPO
(horas)

Absorbancia
(600nm)

Biomasa Peso
medido (g/l)

PHB peso
seco  (g/l)

pH

0 0,075 2,1 7,5
23 0,254 2,6 7,29
31 0,39 2,5
49 0,763 7,16
54 1,118 4,5 0,098 7
59 1,385 0,136 6,89
71 5,6 6,71
81 2,022 6,66
95 2,049 10 6,61

102 2,148 11,4 4,302 6,49
120 2,178 5,929 6,36
127 2,225 13,2 7,178 6,25
146 2,23 15,6 8,735 6,15

Tabla 19: Datos de la fermentación con C. necátor a una concentración inicial de glicerol de 50g/l

Análisis de resultados de las fermentaciones realizadas con el
C.necator NCIMB 11842

En la Tabla 20 se encuentran datos comparativos de las dos fermentaciones realizadas con
el C. necator.

Variable
Concentración inicial de glicerol

20g/l 50g/l
Fase de latencia 0-69 horas 0-31 horas
Fase exponencial 69-130 horas 31-81 horas
Fase estacionaria 130 horas en

adelante
81 horas en
adelante

Producción biomasa 9,4 g/l 15.6 g/l
Producción de PHB 4.55 g/l 8.73 g/l
% acumulación célula peso seco 45.32% 55.99%
Tiempo de fermentación 140 horas 146 horas
Productividad de PHB (g/l*h) 0.0682 0.1068

Tabla 20: : Comparación de las fermentaciones con  C. necátor. (20g/l y 50g/l son las concentraciones iniciales de
glicerol).
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La concentración inicial de glicerol influye en la producción de biomasa y por ende en la
producción de PHB en el C. necator: a una concentración inicial de glicerol de 20g/l se
producen 9.4 g/l de biomasa de los cuales 4.55 g/l es PHB representando un 45.32% en
peso seco durante 140 horas teniendo una productividad de PHB de 0.0682 g /l*h. A una
concentración inicial de glicerol de 50g/l se producen 15.6 g/l de biomasa de los cuales
8.73 g/l es PHB representando un 55.99% en peso seco durante 146 horas. Teniendo una
productividad de 0.1068 g/l*h.

2.4. 3.2.2. Producción de polihidroxibutirato con
Bacillus megaterium

3.2.2.1. Activación del B. megaterium
El Bacillus megaterium fue aislado de un sedimento marino proveniente del estuario de
Bahia Blanca en Argentina y traído en un agar nutritivo inclinado. Se sembró en caldo
nutritivo para activarlo y se conservó en agar nutritivo.

3.2.2.2. Adaptación del B. megaterium al glicerol como única fuente de carbono

Con el fin de adaptar al B. megaterium al glicerol como única fuente de carbono, la
primera fase consistió en evaluar la tolerancia que tenía el microorganismo este nuevo
sustrato. Para ello se realizaron fermentaciones con caldo nutritivo 50% y glicerol 20g/l. Al
observar que el microorganismo toleraba estas concentraciones de glicerol, se procedió a
realizar pruebas con medio formulado y con glicerol como única fuente de carbono. Una
vez adaptado el microorganismo en medio líquido, se almacenó en agar formulado con
glicerol como única fuente de carbono. El medio formulado es el mismo que el utilizado
para el C. necátor (Tabla 17).

La siguiente prueba consistió en evaluar el comportamiento del microorganismo en
cuanto a producción de Biomasa total a partir de varias concentraciones iniciales de
glicerol (20, 40, 50, 60 g/l) La biomasa fue determinada con la medida de la absorbancia a
600nm, utilizando como blanco medio sin microorganismos. Las fermentaciones se
llevaron a cabo en erlenmeyers de 100ml con 10 ml de medio, agitado con un agitador
orbital a 200 rpm, 33°C durante 36 horas.

El microorganismo creció en todas las concentraciones de glicerol. Presentó un tiempo
corto de crecimiento, ya que después de 36 h la absorbancia alcanzó valores altos
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comparados con los del C. necátor para el cual la máxima absorbancia alcanzada fue de
0.94 después de 96 horas. En la Figura 26 se muestra un esquema de los resultados.

Figura 26:  Medida de la absorbanciaa 600nm a 600 nm con diferentes concentraciones iniciales
de glicerol después de 36 horas de incubación a 33°C.

3.2.2.3. FERMENTACIONES REALIZADAS CON EL Bacillus megaterium

FERMENTACIÓN I: Evaluación de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando glucosa con concentración inicial de 20g/l.

En la literatura se encuentran reportes de varias clases de Bacillus como productores de
PHB a partir de azúcares [4][5][6], entre ellos el Bacillus megaterium [7]. Para evaluar la
productividad de PHB del Bacillus megaterium nativo con el que se trabajó primero se
realizó una fermentación con glucosa. Para ello se utilizó un medio de cultivo formulado
que tiene las siguientes composiciones: glucosa, 20 g/l; NH4NO3, 1 g/l; K2HPO4,, 2.5 g/l ;
MgSO4 7 H2O 2.5 g/l; KH2PO4, 2.5 g/l; NaCl, 2.5 g/l; FeSO4 7 H2O, 0.5g/l; MnSO4 4 H2O,
0.05 g/l. El preinóculo fue cultivado dos erlenmeyers de 250 ml con 50 ml de medio cada
uno durante 26 h en un agitador orbital a 120 rpm y 33°C. Luego se inoculó en 1,6 litros de
medio formulado en un bioreactor de 3,5l (BIOENGINEERING). La glucosa fue esterilizada
aparte de los demás medios en una solución concentrada al 40%. a 110°C por 10 min. Las
sales fueron esterilizadas a 115°C por 20 min. El pH del medio fue ajustado a 7 mediante el
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uso de NaOH 1N y estuvo controlado durante toda la fermentación cuyo tiempo total de
fermentación fue de 36 horas. En la Figura 27 se presentan los datos de concentración de
Biomasa (peso seco), PHB (peso seco) y glucosa durante todo el tiempo de fermentación.
El tiempo el periodo de latencia es de 0-5 horas, a parir de las 5 horas se observa el
crecimiento exponencial llegando a la fase estacionaria a las 30 horas.

Figura 27: Datos de concentración de glucosa, biomasa (peso seco) y PHB (peso seco) durante la
fermentación del B. megaterium con 20g/l de glucosa a 33°C durante 36 horas.

La Figura 28 muestra los datos de concentración de nitrógeno amoniacal durante las 36
horas de fermentación. Se puede observar que la concentración de nitrógeno decrece
rápidamente entre las 5 y 10 horas. A partir de las 10 horas, al presentarse bajas
concentraciones de nitrógeno, se comienza la producción de PHB como se puede ver en la
Figura 28.

Figura 28: Concentración de Nitrógeno Amoniacal de la fermentación con B. megaterium en un
medio con concentración inicial de glucosa de 20g/l, a 33°C durante 36 horas
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De esta fermentación se obtuvieron los siguientes resultados: producción de biomasa en
peso seco 5.08g/l, producción de PHB: 2.83 g/l lo que representa un 55.7% de la biomasa
total. La productividad de PHB es de 0.0786g/l*h y en términos de productividad por
gramo de glucosa es de 3.64 g de glucosa por gramo de PHB producido.

FERMENTACIÓN II: Evaluación de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentración inicial de glicerol de 20g/l a una temperatura de 33°C

Preinóculo.

El preinóculo se puso a crecer en medio formulado con 20 g/l de glicerol, en dos
erlenmeyer de 500ml con 50ml de medio durante 24 horas.

Condiciones de fermentación.

La fermentación se llevó a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=33ºC, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controló pH.

RESULTADOS

Biomasa: En la Figura 29 se puede observar las fases típicas de crecimiento microbiano
midiendo la absorbancia del medio a 600nm con respecto al tiempo. Entre las horas 0-4 se
presenta la fase de latencia. El crecimiento exponencial se observa a partir de la hora 4
hasta la hora 27. De ahí en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de
fermentación total fue de 45 horas y alcanzando una concentración de biomasa de 5.7g/l.

Figura 29: Absorbancia vs tiempo, de la fermentación del B. megaterium en medio con 20 g/l de
glicerol a 33°C durante 45 horas.
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Producción de PHB:

La Figura 30 se muestra la gráfica PHB vs tiempo. En esta se puede observar que a partir
de la hora 9 se da inicio a la formación de PHB, alcanzando una concentración de PHB a las
46 horas de  3.24 g/l, representando un porcentaje de acumulación de peso seco en la
célula del 62,3%. La producción de PHB se presenta a partir de las 10 horas, donde se
supone que disminuye la concentración de nitrógeno.

Figura 30: Correlación entre la Biomasa total medida y el PHB en g/l de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentación del B. megaterium en medio con 20 g/l de glicerol a 33°C durante 46

horas

pH: La variación del pH durante el tiempo de fermentación se puede observar en la Figura
31. Como se aprecia en la gráfica la variación total del pH fue de 7.5 a 4.9.

Figura 31: Variación del pH durante el tiempo en la fermentación del B. megaterium en medio con
20 g/l de glicerol a 33°C durante 46 horas
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Los datos de la fermentación del B. megaterium en medio con 20g/l glicerol a una
temperatura de 33°C están en la Tabla 21.

TIEMPO
(horas)

Biomasa Peso
medido (g/l)

Absorbancia
(600nm)

PHB peso
seco  (g/l)

pH

0 0,8 0,162 0 7,2
2 0,767 0,257 0 7,12
4 0,8 0,321 0 7,07
9 1,267 1,132 0 6,87

11 1,333 1,219 0,367 6,77
13 1,7 1,414 6,63
15 2,2 1,468 0,693 6,37
17 2,4 1,576 0,781 6,06
19 2,5 1,557 0,882 5,66
24 3,6 1,685 5,36
27 4,467 1,73 1,866 5,05
42 5,2 1,92 3,242 4,98
45 5,7 1,97 4,9

Tabla 21: Datos fermentación B. megaterium 20 g/l de glicerol a 33°C

FERMENTACIÓN III: Evaluación de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentración inicial de glicerol de 50g/l a una temperatura de 30°C

Preinóculo.

El preinóculo se puso a crecer en medio formulado con 50 g/l de glicerol, en dos
erlenmeyer de 500ml con 50ml de medio durante 24 horas.

Condiciones de fermentación.

La fermentación se llevó a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=30⁰C, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controló pH.

RESULTADOS

Biomasa:

En la Figura 32 se puede observar las fases típicas de crecimiento microbiano midiendo la
absorbancia del medio a 600nm con respecto al tiempo. Entre las horas 0-4 se presenta la
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fase de latencia. Ente las horas 0-4 se presenta la fase de latencia. El tiempo de
crecimiento exponencial difiere cuando se mide por absorbancia y cuando se mide por
peso. Mientras la gráfica de Absorbancia vs tiempo (Figura 34) se observa un aparente
crecimiento exponencial hasta las 16 horas de fermentación, observando la Figura 35 la
fase exponencial se extiende hasta las 32 horas. De ahí en adelante se registra una fase
estacionaria. El tiempo de fermentación total fue de 37 horas alcanzando una producción
de biomasa de 9.3g/l.

Figura 32: Absorbancia vs tiempo, de la fermentación del B. megaterium en medio con 50 g/l de
glicerol a 30°C durante 37 horas

Producción de PHB: La Figura 33 se muestra la gráfica PHB vs tiempo. En esta se puede
observar que entre las horas 12 y 14 se da inicio a la formación de PHB, alcanzando una
concentración máxima de PHB a las 32 horas con 2.356 g/l, representando un porcentaje
de acumulación de peso seco en la célula del 30.2%. El tiempo total de fermentación fue
de 37 horas.

Figura 33: Correlación entre la Biomasa total medida y el PHB en g/l de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentación del B. megaterium en medio con 50 g/l de glicerol a 30°C durante 37

horas.
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pH: La variación del pH durante el tiempo de fermentación se puede observar en la Figura
34. Como se aprecia en la gráfica la variación total del pH fue de 7.1 a 4.93.

Figura 34: Variación del pH durante el tiempo en la fermentación del B. megaterium en medio con 50 g/l de
glicerol a 30°C durante 37 horas.

Los datos de la fermentación del B. megaterium en medio con 50g/l glicerol a una
temperatura de 30°C están en la Tabla 22.

TIEMPO
(horas)

Biomasa Peso
medido (g/l)

Absorbancia
(600nm)

PHB peso
seco  (g/l)

pH

0 0,2 0,209 0 7,1
4 0,6 0,252 0 7,05
6 1,2 0,468 0 7,05
8 1,5 0,84 0 6,95

10 1,5 1,07 0 6,9
12 2,1 1,32 0 6,8
14 2,4 1,412 0,556 6,69
16 2,5 1,49 0,790 6,5
20 2,8 1,562 0,947 5,68
25 3,5 1,537 1 5,44
28 4,5 1,624 1,238 5,06
32 7,8 1,682 2,356 4,93
37 9,3 1,719 1,703 4,93

Tabla 22: : Los datos de la fermentación con B. megaterium en un medio con 50g/l glicerol a una temperatura de 30°C.
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FERMENTACIÓN IV: Evaluación de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentración inicial de glicerol de 20g/l a una temperatura de 30°C

Preinóculo.

El preinóculo se puso a crecer en medio formulado con 20 g/l de glicerol, en dos
erlenmeyer de 500ml con 50ml de medio durante 24 horas.

Condiciones de fermentación.

La fermentación se llevó a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=30ºC, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controló pH.

RESULTADOS

Biomasa:

En la Figura 35 se puede observar las fases típicas de crecimiento microbiano midiendo la
absorbancia del medio a 600nm con respecto al tiempo. Ente las horas 0-4 se presenta la
fase de latencia. El crecimiento exponencial difiere en la medida de absorbancia y en la de
peso seco. El crecimiento exponencial se observa a partir de la hora 4 hasta la hora 18. De
ahí en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentación total fue de
45 horas alcanzando una producción de biomasa de 4,7g/l.

Figura 35: Absorbancia vs tiempo de la fermentación del B. megaterium en medio con 20 g/l de
glicerol a 30°C durante 45 horas
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Producción de PHB:

La Figura 36 se muestra la gráfica PHB vs tiempo. En esta se puede observar que entre las
horas 12 y 14 se da inicio a la formación de PHB, alcanzando una concentración máxima
de PHB a las 45 horas con 1.73 g/l, representando un porcentaje de acumulación de peso
seco en la célula del 37.2%.

Figura 36: Correlación entre la Biomasa total medida y el PHB en g/l de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentación del B. megaterium en medio con 20 g/l de glicerol a 30°C durante 45

horas

pH:

La variación del pH durante el tiempo de fermentación se puede observar en la Figura 37.
Como se aprecia en la gráfica la variación total del pH fue de 7.1 a 4.86.

Figura 37: Variación del pH durante el tiempo en la fermentación del B. megaterium en medio con
20 g/l de glicerol a 30°C.
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Los datos de la fermentación del B. megaterium en medio con 20g/l glicerol a una
temperatura de 30°C están en la Tabla 23.

TIEMPO
(horas)

Biomasa Peso
medido (g/l)

Absorbancia
(600nm)

PHB peso
seco  (g/l)

pH

0 0,3 0,337 - 7,2
4 0,3 0,305 - 7,1
6 0,4 0,352 - 7,05
8 0,5 0,602 - 6,95

10 0,9 1,011 - 6,85
12 1,4 1,3 0.256 6,75
15 2,1 1,422 0.584 6,49
18 3,5 1,492 0.724 6,29
24 1,543 0,810
36 4,3 1,678 1,012
45 4,7 1,7 1,116 4,86

Tabla 23: Datos fermentación B. megaterium 20 g/l de glicerol a 30°C

Análisis de resultados de las fermentaciones realizadas con el B.
megaterium
En la Tabla 24 se encuentran datos comparativos de las cuatro fermentaciones realizadas
con el B. megaterium.

Influencia del tipo de sustrato en la producción de PHB con el B. megaterium:

Se analizaron dos sustratos: glucosa y glicerol a una misma temperatura de 33°C. La
productividad de PHB partir de glucosa fue de 0.0786g de PHB/l*h y a partir de glicerol fue
de 0.0771 g de PHB/l*h, lo que permite concluir que el glicerol puede ser un sustituto de
la glucosa ya que tienen productividades similares. En otras palabras, el cambio de
sustrato de glucosa a glicerol, no representa una influencia considerable en la producción
de PHB.

Influencia de la concentración inicial de glicerol en la producción de PHB con el B.
megaterium:

Como se puede observar en la Tabla 26 la productividad de PHB con concentración inicial
de glicerol de 50 g/l fue de 0.07365 g de PHB/h*l, y la productividad obtenida con una
concentración inicial de glicerol de 20 g/l que fue de 0.0248 g de PHB/l*h, por lo tanto a
mayor concentración inicial de glicerol mayor productividad de PHB.
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Influencia de la Temperatura:

Se realizaron dos fermentaciones con las mismas concentraciones iniciales de glicerol
(20g/l), a temperaturas diferentes para evaluar la influencia de esta variable. La
productividad a 33°C fue de 0.0771 g de PHB/l*h, y la productividad a 30°C fue de
0.0248g/l*h. Esto demuestra que la temperatura de operación debe ser a 33°C para
obtener una mayor producitividad.

Variable
GLUCOSA GLICEROL

20g/l-T=33°C 20g/l-T=33°C 50g/l-T=30°C 20g/l-T=30°C

Fase de latencia 0-5 horas 0-4 horas 0-4 horas 0-4 horas

Fase exponencial 5-30horas 4-27 horas 4-32 horas 4-18 horas

Comienzo fase
estacionaria

30 27 32 18

Producción biomasa peso
seco

5.08g/l 5.7g/l 7.8 g/l 4.7 g/l

Producción de PHB peso
seco

2.83 g/l 3.4g/l 2.356 g/l 1.116g/l

% acumulación de PHB
en la célula peso seco

55.7% 62.3% 30.2%. 23.74%.

Tiempo total de
fermentación

36 horas 42 horas 32 horas 45 horas

Productividad de PHB
(g/l*h)

0.0786 0.0771 0.07365 0.0248

Tabla 24: Análisis de resultados de las fermentaciones realizadas con el B. megaterium

Comparación entre el C. necator y el B. megaterium:

En la Tabla 25 se hace una comparación entre las productividades PHB del C. necator y del
B. megaterium utilizando glicerol como única fuente de carbono. La diferencia mas
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interesante radica en los tiempos de fermentación, pues mientras que el C. necator
alcanza su mayor productividad de 0.1068 g de PHB/l*h en 146 horas y con una
concentración inicial de 50 g/l de glicerol, el B. megaterium alcanza una máxima
productividad de 0.07365 g de PHB/l*h, en 32 horas con una concentración de glicerol de
50 g/l.

Variable
Glicerol 20g/l,-T=30°C Glicerol 50g/l,-T=30°C

C. necator B. megateruim C. necator B.megaterium

Fase de latencia 0-69 horas 0-4 horas 0-31 horas 0-4 horas

Fase exponencial
69-130
horas

4-18 horas
31-81
horas

4-32 horas

Comienzo fase
estacionaria

130 horas
en

adelante
18

81 horas
en

adelante
32

Hora de inicio de
producción de PHB

116 10 54 12

Periodo de producción
de PHB (horas)

24 33 92 37

Producción biomasa
peso seco

9,4 g/l 4.7 g/l 15.6 g/l 7.8 g/l

Producción de PHB peso
seco

4.55 g/l 1.116g/l 8.73 g/l 2.356 g/l

% acumulación de PHB
en la célula peso seco

45.32% 23.74%. 55.99% 30.2%.

Tiempo de fermentación 140 horas 45 horas 146 horas 32 horas

Productividad de PHB
(g/l*h)

0.0682 0.0248 0.1068 0.07365

Tabla 25: Comparación de las fermentaciones con C. necátor y B. megaterium.
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CONCLUSIONES

Se trabajó experimentalmente con dos microorganismos diferentes: Cupriavidus necátor
NCIMB 11842 (microorganismo de referencia de la ATCC) y el Bacillus megaterium (un
microorganismo nativo aislado de los estuarios de Bahía Blanca Argentina).

Al ser el glicerol un sustrato no convencional, los dos microorganismos se sometieron a un
proceso de adaptación para que utilizaran el glicerol como única fuente de carbono. Luego
se estudió la influencia de parámetros (como son el pH, la temperatura, la concentración
inicial de glicerol ) que afectan la productividad de PHB en el microorganismo.

El C. necátor no se vió afectado por el pH, pues la variación en todo el tiempo de
fermentación (en promedio 145 horas) fue de 1 unidad aproximadamente. En el B.
megaterium se observó un mayor cambio del pH, pues la variación en 40 horas de
fermentación en promedio fue de 2 unidades. El B. megaterium es una bacteria Gram
Positiva cuya principal característica es la esporulación: ante condiciones adversas o de
estrés, el microorganismo esporula como un mecanismo de defensa. La esporulación es
una ruta metabólica que no permite la formación de PHB, es por esto que cuando se
trabaja con este microorganismo es recomendable minimizar la tendencia a la
esporulación para mejorar la productividad. Según reporta la literatura, una forma de
controlar la esporulación es a través del pH. Para futuros trabajos de optimización el pH es
un variable importante para este microorganismo.

La temperatura también influye en el rendimiento de la fermentación. A mayor
temperatura se obtuvo una mayor productividad de PHB. Esto se debe a que a mayor
temperatura los procesos metabólicos se aceleran, permitiendo obtener en menor tiempo
una cantidad apreciable de producto, siempre y cuando no se sobrepase el intervalo de
temperatura en el que vive microorganismo, que en estos casos en que son termófilos, los
intervalos reportados en la literatura van de 25-37⁰C.

En términos de concentraciones iniciales de glicerol, a mayor concentración (50g/l
comparada con 20 g/l), mayor es la productividad PHB en ambos microorganismos, esto
se debe posiblemente a que las condiciones de estrés nutricional son mas extremas y se
estimula la producción de PHB. Cabe anotar que cuando se trabaja con el B. megaterium
se supone que se debe manejar un umbral de concentración, porque si se trabaja con
concentraciones muy altas se puede sobreestresar al microorganismo y estimular la
esporulación en vez de la formación de PHB que es lo que nos interesa.
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Una diferencia marcada entre cada microorganismo son los tiempos de crecimiento
microbiano: mientras que en la fase estacionaria por el C. necator era alcanzada después
de 140 horas, el B. megaterium la alcanzaba después de 30 horas aproximadamente.

El C. necator es un microorganismo de referencia adquirido de la ATCC, por lo tanto, en las
fermentaciones realizadas probablemente no estaba en su 100% de rendimiento, pues en
la literatura se reportan tiempos de fermentación de entre 40 y 60 horas con una alta
productividad de PHB. Esto abre la posibilidad de futuros estudios de adaptación de este
microorganismo para desarrollar su máxima capacidad de producción de PHB y disminuir
los tiempos de fermentación ya sea con la manipulación de variables físicas como la
temperatura y concentración inicial de sustrato, o con la ingeniería genética y metabólica.

El B. megaterium es un microorganismo nativo de los estuarios de bahía Blanca Argentina.
En este trabajo se experimentó con un sustrato nuevo para este microorganismo, pues en
la literatura no se reportan estudios anteriores donde usen glicerol. Esta investigación
permite concluir que el B. megaterium puede utilizar el glicerol como única fuente de
carbono y tener rendimientos muy parecidos a los obtenidos con glucosa, con la ventaja
de que el glicerol es mucho mas económico que la  glucosa, aumentando la viabilidad
económica del proceso. Y a pesar de que su tendencia a la esporulación compite con la
productividad de PHB, este microorganismo es una bacteria Gram Positiva cuyo PHB
producido tiene mejores propiedades de biocompatibilidad para aplicaciones biomédicas,
que el PHB producido por bacterias Gram Negativas como el C. necátor. Por lo tanto, la
productividad de PHB presentada por este microorganismo utilizando glicerol en tiempos
de fermentación entre 30 y 40 horas es un gran aporte para este campo ya que lo hacen
un candidato para estudios futuros de optimización y escalado del proceso.
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Capitulo 4: Simulación

Introducción

En este capítulo se presentan los resultados de las simulaciones del proceso de producción
de PHB a partir de glicerol como fuente de carbono realizadas con el programa ASPEN-
PLUS, en el que se hace análisis de esquemas tecnológicos de producción (especialmente
en la etapa de separación) y una evaluación económica del proceso. Debido a que del B.
megaterium no se encuentran antecedentes de trabajo con glicerol como sustrato, la
simulación se hizo con el C. necator (del cual si se tienen datos en la literatura) para
analizar diferentes variables que afectan los costos de producción de PHB, entre ellas el
grado de pureza del glicerol y el esquema de separación utilizado.

4.1. Generalidades

El proceso de producción de PHB se puede dividir en tres grandes etapas: Pretratamiento
y acondicionamiento de materia prima, fermentación y extracción-purificación (Figura 38)

Figura 38: Etapas generales de la producción de PHB.
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4.1.1. Pretratamiento de materia prima y acondicionamiento:

Los pretratamientos realizados a la materia prima dependen del tipo de materia prima
que se va a utilizar y el tipo de microorganismo, ya que los sustratos se deben llevar a
condiciones que sean asimilables por el microorganismo. Para tal fin diferentes procesos
físicos, químicos y biológicos son utilizados, ya sea para remover impurezas que inhiben la
fermentación, para descomponer la materia prima en componentes asimilables por el
microorganismo y/o para alcanzar concentraciones necesarias para comenzar la
fermentación.

4.1.2. Fermentación
Como se mencionó en el capítulo 2, la etapa de fermentación se puede llevar a cabo de
tres modos diferentes: lotes, lotes alimentados y continuo. Las condiciones de
temperatura, aireación, pH están determinadas por los rendimientos del microorganismo.

4.1.3. Extracción y separación.
En este nivel, el PHB es extraído del citoplasma celular y para ello la membrana celular es
destruida y el PHB es disuelto en solventes. Es así como el PHB queda separado de la
biomasa residual y posteriormente es concentrado y purificado. Por lo tanto, el proceso
de separación se puede dividir en tres partes: Pretratamiento, extracción y purificación
[1]. Existen varias alternativas para la etapa de separación. La elección del proceso
depende de criterios técnicos, económicos y ambientales.

4.2. Simulación

Con el fin de realizar una evaluación técnica, económica y ambiental del proceso de
producción de PHB se realizaron unas simulaciones con el programa ASPEN-PLUS. Para tal
fin se utilizó el microorganismo C. necátor JMP 134 con rendimientos reportados en la
literatura ([2],[3]) y como sustrato glicerol. En general, como se observa en la Figura 39, se
evaluaron dos concentraciones diferentes de glicerol para la fermentación (una al 88% p/p
y otra al 98%p/p) con el  fin de observar la influencia de la concentración de glicerol en la
productividad de PHB y por ende, en los costos totales de producción. De igual forma se
evaluaron tres esquemas diferentes de separación, teniendo en cuenta las diferentes
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alternativas tecnológicas expuestas en la literatura [1] hasta obtener PHB al 99,9% de
pureza.

4.2.1. Pretratamiento de la materia prima:

En esta etapa se propusieron dos esquemas tecnológicos para evaluar la productividad de
PHB a partir de glicerol crudo y glicerol purificado. Estos esquemas tecnológicos se
diferencian principalmente en el grado de pureza al que se lleva el glicerol antes de la
fermentación. El glicerol crudo proveniente de la industrial del biodiesel tiene la siguiente
composición en %p/p: glicerol 60.05%, NaOCH3 2.62%,  ácidos grasos 1.94  %, y cenizas
2.8%. La primera etapa de purificación, basados en el trabajo de Posada et. al [4], consiste
en evaporar el metanol a 144°C, de esta forma se recupera el 90 % del metanol con un
99,9 % de pureza, producto que permite darle un valor agregado al proceso supliendo el
37.5% de los costos totales de purificación [4]. Después de la evaporación del metanol, la
corriente es sometida a una neutralización con solución ácida. Posteriormente las cenizas
y resto de sólidos son retirados por centrifugación y se somete a un lavado con agua.
Continúa con un proceso de evaporación hasta retirar el 90% del agua, quedando una
corriente de glicerol del 80%. El paso a seguir es la destilación, y es en esta etapa donde se
diferencian nuestros dos procesos: el primero se lleva a una concentración de glicerol del
88% p/p, y el segundo al 98%p/p. Las condiciones de simulación se presentan en la Tabla
28.
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Glicerol crudo 60 %p/p

Proceso de purificación del
glicerol

Glycerol
88%p/p

Glicerol:
98 % p/p

Fermentación en dos
etapas

Fermentación en dos
etapas

Separación I

Separación II

Separación III

Separación I

Separación II

Separación III

PHB 99.9 % p/p

Figura 39: Etapas de las simulaciones realizadas
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Etapa Descripción
Corriente de entrada Temperatura: 25ºC

Composición (%p/p): metanol 32.59%, glicerol 60.05%,
NaOCH3 2.62%, ácidos grasos 1.94% y cenizas 2.8%

Recuperación de
metanol

Temperatura: 144ºC
Pureza de metanol: 99.9%p/p
Concentración de glicerol: 0.01&p/p
Calor suministrada: 600.6kJ/kg

Neutralización HCl 31% p/p
Centrifugación Tiempo de residencia: 20min

Productos retirados: NaOCH3, proteínas, cenizas.
Decantación Radio de adición de agua: 2.4(agua/glicerol)
Evaporación del agua Concentración del glicerol; 80.5%p/p

Energía suministrado: 1739MJ/kg
Destilación Glicerol 88% Glicerol 88%

Reflujo molar: 0.11
Calor condensador: -
22.86KJ/kg
Energía Rehervidor:
240.25kJ/kg

Reflujo: 0.40
Calor condensador: -
17.86KJ/kg
Energía Rehervidor:
504.51kJ/kg

Corriente de salida Glicerol 88% p/p
Rendimiento separación:
97.6

Glicerol 98%p/p
Rendimiento separación:
97.3%

Tabla 26: : Condiciones de las etapas de purificación del glicerol en el pretratamiento de la materia prima

.

4.2.2. Acondicionamiento de materia prima y fermentación

La materia prima es esterilizada a 139°C y 25 atm. Luego son llevadas a condiciones de
fermentación: 35°C y 1 atm. La fermentación se lleva a cabo en dos bioreactores en serie.
En el Bioreactor 1  las concentraciones del sustrato son tales que el objetivo es que se
alcance altas  concentraciones de biomasa En el bioreactor 2 se someten los
microorganismos a estrés nutricional, de tal forma que se inicie producción y acumulación
de PHB. En esta etapa el glicerol es consumido en su totalidad. En la Tabla 29 se
encuentran las condiciones de acondicionamiento de materia prima y fermentación
utilizadas en la simulación. Hay que tener en cuenta que la productividad utilizada con
cada uno de los sustratos (glicerol al 88% y al 98%) es diferente de acuerdo a estudios
publicados [2][3]. Los microorganismos se ven afectados por la concentración de sales y
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otras impurezas presentes en el glicerol crudo, de tal forma que tienen una mayor
productividad de PHB entre mayor sea la pureza del glicerol.

Etapa Descripción
Alimentación Glicerol 88% Glicerol 98%

Cantidad sustrato: 170.8
g/l

249g/l

Flujo alimentación:
1000kg/l

1000kg/l

Bombeo Presión de salida: 25 atm 25 atm
Trabajo requerido:
8.1kJ/kg

7.9 kJ/kg

Esterilización Temperatura: 139°C 139°C
Energía suministrada:
443.96J/kg

429 kJ/kg

Intercambiador de calor Calor suministrado: 415.96
kJ/kg

402.31kJ/kg

Area requerida: 63.62 m2 51.34 m2

Reactor 1: crecimiento
celular

Temperatura: 35°C
pH: 7
Tiempo de residencia: 21 h
Aireación: 0.6vol
(mol*min)
Concentración celular
alcanzada: 50.4 g/l

Concentración celular
alcanzada: 44.4 g/l

Concentración de PHB
alcanzada: 4.5g/l

7.3 g/l

Reactor 2: acumulación de
PHB

Temperatura: 35°C
pH: 7
Tiempo de residencia: 22.5
h
Concentración celular
alcanzada: 73.4 g/l

Concentración celular
alcanzada: 91.5 g/l

Concentración de PHB
alcanzada: 27.8g/l

Concentración de PHB
alcanzada: 57.7g/l

Tabla 27: . Condiciones de acondicionamiento de materia prima y fermentación.
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4.2.3. Separación
El proceso de separación se puede dividir en tres sub etapas: pretratamiento, extracción y
purificación. Como se observa en el capítulo 2, existen varias alternativas tecnológicas
para tal fin. En este trabajo se evaluaron tres esquemas de separación, teniendo en cuenta
los impactos económicos y ambientales del proceso. Los esquemas son los siguientes:

Proceso de separación I:

Pretratamiento: Se hizo por calentamiento de la biomasa llevado a cabo a 85ºC durante
15 minutos, lo que permite desnaturalizar proteínas y material genético y desestabilizar la
membrana celular de los microorganismos.

Extracción: El objetivo es romper la membrana celular y extraer el PHB contenido en el
citoplasma. El método utilizado fue digestión con enzimas e hipoclorito de sodio (NaOCl).
La enzima utilizada es Burkholdeira sp PTU9. Las condiciones de digestión fueron las
siguientes: enzimas 2%p/p, hipoclorito de sodio 30%p/p. La proporción de
hipoclorito/biomasa era de ½, y la digestión se llevó a cabo durante 1 h a un pH de 7.
Luego la biomasa es centrifugada y lavada con agua. El agua disuelve el PHB.

Purificación: el proceso de purificación es con peróxido de hidrogeno: luego la mezcla que
contiene un 90% de agua es evaporada en un spray y se obtienen los pellets de PHB al
99.9%.

En la Figura 40 se encuentra el diagrama de flujo del Proceso de separación. Las etapas del
proceso son las siguientes: 1: Bomba, 2: esterilizador, 3: Intercambiador de calor I; 4:
fermentador I; 5: fermentador II; 6: calentador; 7: digestor; 8: centrífuga; 9: lavador; 10:
intercambiador de calor II; 11: evaporador; 12: secador spray.

En la Tabla 28 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separación I.
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Figura 40: Diagrama de flujo del Proceso de separación I

.

Etapa Descripción
Corrientes Glicerol 88% Glicerol 98%
Pretratamiento con calor Temperatura: 85ºC

Tiempo de residencia: 15
min
Energía requerida:
109.95kJ/kg

114 kJ/kg

Digestión enzimática +
hipoclorito

Temperatura: 50ºC
NaClO al 30%p/p
NaClO/masa celular: ½
Enzima: Burkholdeira sp
PTU
Tiempo de residencia: 1h
pH: 9
Concentración enzima: 2%
p/p

Centrifugación Tiempo de residencia:
20min
Productos retirados: masa
celular residual.

Purificación: tratamiento
con peróxido de hidrógeno

Concentración 1.2 % v/v

Intercambiador de calor Calor suministrado:
2,305MJ/kg

2,227 MJ/kg
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Área requerida: 3.06m2 2,95 m2

Evaporación de agua PHB pureza: 37,7 %p/p 53,0% p/p
Secado por spray Calor suministrado:

2,1542MJ/kg
1,02MJ/kg

Pureza del PHB :99,9%p/p 99,9%p/p
Tabla 28: Condiciones de las etapas en el Proceso de separaciónI

Proceso de separación II:

Pretratamiento: es llevado a cabo en un homogenizador a alta presión (70 MPa), y 110°C
durante 45 min. El exceso de agua es extraído por centrifugación.

Extracción: esta etapa se hizo con una extracción con solvente (dietilsuccinato DES) a
110°C con una proporción de másica de PHB/solvente de 1/20. La biomasa residual (es
decir aquella que no es PHB) es retirada por centrifugación. El solvente es recuperado y
recirculado al proceso se extracción.

Purificación: el proceso de purificación es con peróxido de hidrógeno: luego la mezcla que
contiene un 90% de agua es evaporada en un spray y se obtienen los pellets de PHB al
99.9%.

En la Figura 41 se encuentra el diagrama de flujo del Proceso de separación II. Las etapas
del proceso son las siguientes: 1: bomba; 2: esterilizador; 3: intercambiador de calor I; 4:
fermentador I; 5: fermentador II; 6: Homogenizador; 7: centrífuga I; 8: intercambiador de
calor II; 9: intercambiador de calor III; 10: extractor; 11; centrífuga II; 12: intercambiador
de calo III; 13: decantador; 14: secador spray

En la Tabla 29 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separación II.
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Figura 41: Diagrama de flujo del Proceso de separación II

Etapa Descripción
Corrientes Glicerol 88% Glicerol 98%
Bombeo Presión de salida: 70MPa

Trabajo requerido: 239.73
kJ/kg

249.68kJ/kg

Homogenizador de alta
presion

Presión: 70Pa 115 KJ/kg

Digestión enzimática +
hipoclorito

Temperatura: 110ºC
Tiempo de residencia:
45min
Calor suministrado:
218.40kJ/kg

250.02kJ/kg

Centrifugación 1 Tiempo de residencia: 20
min
Productos extraído: sólidos
al 62,5% p/p

65%p/p

Intercambiador de calor 2 Calor suministrado:
0,158MJ/kg

0.158MJ/kg

Área requerida: 0,40m2 0.45 m2

Intercambiador de calor 3 Calor suministrado:
0,831MJ/kg

0,829MJ/kg

Área requerida: 0,5m2 0,43m2

Extracción con solvente Temperatura: 110ºC
Intercambiador de calor Presión: 1 atm

Relación másica
PHB/solvente: 1/20

Centrifugación 2 Tiempo de residencia: 20
min
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Producto extraído: masa
celular residual

Intercambiador de calor 4 Calor suministrado:
0,2MJ/kg

0,216MJ/kg

Área requerida: 19,5m2 18m2

Decantación Temperatura: 25ºC
Pureza del PHB: 38 %p/p 41,7%p/p

Secado en spray Calor suministrado:
1,13MJ/kg

1,09MJ/kg

Pureza del PHB :99,9%p/p 99,9%p/p
Tabla 29: Condiciones de las etapas en el Proceso de separación II

Proceso de separación III:

Pretratamiento: se hace un pretratamiento alcalino con NaOH 3M en una proporción
NaOH/ biomasa de 0.4.

Extracción: se hace una digestión con surfactante – hipoclorito de sodio. El surfactante
usado es  dodecil sulfato de sodio aniónico y el hipoclorito al 30% p/p en un proporción
NaOCl/biomasa de 1/3.

Purificación: El PHB es purificado con peróxido de hidrógeno. Es concentrado y secado,
hasta obtener una concentración del 99.9%.

En la Figura 42 se encuentra el diagrama de flujo del Proceso de separación III. Las etapas
del proceso son las siguientes: 1: bomba; 2: esterilizador; 3: intercambiador de calor I; 4:
fermentador I; 5: fermentador II; 6: Tanque alcalino; 7: digestor; 8: centrífuga; 9: tanque
lavador; 10: intercambiador de calor II; 11: evaporador; 12: secador spray.

En la Tabla 30 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separación III.
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Figura 42: .  Diagrama de flujo del proceso de separación III

Etapa Descripción
Corrientes Glicerol 88% Glicerol 98%
Pretratamiento alcalino Temperatura: 35ºC

Concentración: 3M
Relación másica: 0,4 kg
NaOH/kg de masa celular

115 KJ/kg

Digestión con surfactacte +
hipoclorito

Temperatura: 50ºC
NaClO al 30%p/p
NaClO/masa celular: 1/3
Surfactante: Dodecil sulfato
de sodio aniónico (SDS)
Tiempo de residencia: 20min

Centrifugación 1 Tiempo de residencia: 20min
Productos retirados: biomasa
residual

Lavado con peróxido de
hidrógeno

Concentración : 1,2% v/v

Intercambiador de calor Calor suministrado:
2,34MJ/kg

2,12 MJ/kg

Purificación: tratamiento con
peróxido de hidrógeno

Área requerida: 6,6m2 6,3 m2

Intercambiador de calor Calor suministrado:
2.305MJ/kg

2227 MJ/kg

Área requerida: 3.06m2 2.95 m2

Evaporación de agua PHB pureza: 25,2 %p/p 37,2% p/p
Secado por spray Calor suministrado:

2,53MJ/kg
2,14MJ/kg

Pureza del PHB :99.9%p/p 99.9%p/p
Tabla 30: Condiciones de las etapas en el Proceso de separación III
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4.3. Análisis de resultados

La simulación permite analizar la producción de PHB a gran escala utilizando diferentes
alternativas tecnológicas. En la Tabla 31 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a
costos de producción utilizando glicerol al 88% p/p de pureza. Los costos totales de
producción oscilan entre 2.108 y 2.438 US$/Kg, dependiendo del Proceso de separación
usado, acercando cada vez más estos costos de producción a los de los plásticos sintéticos,
los cuales están alrededor de los 0.50 US$/Kg. Es importante observar que el costo por
materia prima representa entre el 4.8 y el 5,6% de los costos totales de producción
(dependiendo del proceso de separación) lo que muestra que el objetivo de disminuir los
costos por materia prima utilizando al glicerol se cumplen, comparándolo con los costos
por otros sustratos  El proceso de separación más económico es el Proceso I el cual ya ha
sido expuesto en este capítulo.

Tipo de costo
PS* I

(US$/kg)
% CP**

PS* II
(US$/kg)

% CP**
PS* III

(US$/kg)
% CP**

Materia prima 0.1180 5.60 0.1180 4.84 0.1180 5.42

Servicios 0.7787 36.94 0.9809 40.23 0.8678 39.87

Costos de operación 0.0752 3.57 0.0752 3.08 0.0752 3.45

Mantenimiento y
cambios operativos

0.2296 10.89 0.2402 9.85 0.2451 11.26

Gastos de planta y costos
administrativos generales

0.2128 10.09 0.2287 9.38 0.2091 9.61

Depreciación del capital 0.6938 32.91 0.7951 32.61 0.6616 30.39

Costo de producción del
producto (US$/Kg)

2.1080 100.00 2.4380 100.00 2.1767 100.00

Tabla 31: Costos totales de producción de PHB  a partir de glicerol al 88 % p/p.(*: Proceso de
Separación; **: Costo de producción total)

En la Tabla 32 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a costos de producción
utilizando glicerol al 98% p/p de pureza. El costo de la materia prima fue de 0.149 US$/Kg
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de PHB, aumentando un 26.27% con respecto al costo de materia prima utilizando glicerol
al 88% p/p. Sin embargo, como se ha mencionado en ocasiones anteriores, el rendimiento
de la fermentación con glicerol al 98% es mayor ya que no posee sales ni impurezas que
afectan el rendimiento del microorganismo y esto  permite conseguir mayor cantidad de
producto por sustrato utilizado. Es así como los costos totales de producción son menores
al utilizar glicerol al 98 %p/p, disminuyéndolos en un 8.11% con respecto a los costos
totales  utilizando glicerol al 88%. Los costos totales de producción oscilan entre 1.937 y
2.384 US$/Kg de PHB, dependiendo del Proceso de separación usado.

Tabla 32. Costos totales de producción de PHB  a partir de glicerol al 98 % p/p.(*: Proceso de
Separación; **: Costo de producción total)

Tipo de costo
PS* I

(US$/kg)
%

CP**
PS* II

(US$/kg)
%

CP**
PS* III

(US$/kg)
%

CP**

Materia prima 0,149 7,71 0,149 6,27 0,149 7,07

Servicios 0,658 33,96 0,953 39,97 0,841 39,77

Costos de operación 0,066 3,41 0,068 2,85 0,064 3,03

Mantenimiento y
cambios operativos

0,210 10,84 0,236 9,90 0,223 10,55

Gastos de planta y
costos administrativos
generales

0,186 9,60 0,218 9,14 0,191 9,03

Depreciación del capital 0,668 34,48 0,76 31,87 0,646 30,55

Costo de producción del
producto (US$/Kg) 1,937 100,00 2,384 100,00 2,114 100,00
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Conclusiones y perspectivas

Los sustratos convencionales utilizados para la producción de PHB son glucosa, fructosa,
sacarosa, ácido propiónico, azúcares de maíz, entre otros, los cuales son costosos en una
escala industrial lo que hace que el costo por materia prima pueda representar hasta el
50% de los costos totales de producción del PHB. En la búsqueda de materias primas más
económicas, a través de este trabajo se estudió la viabilidad de producción de PHB a partir
de glicerol. La pertinencia de este estudio surge debido a que ante la creciente demanda y
por ende producción de biodiesel en el mundo, el glicerol se está produciendo en grandes
cantidades como subproducto haciendo que los precios caigan drásticamente y
evidenciando la necesidad de generar productos de valor agregado a partir de este
residuo. Con el objetivo de estudiar la producción de PHB mediante la fermentación de
glicerol con microorganismos se trabajó experimentalmente con dos bacterias diferentes
productores de PHB: Cupriavidus necátor NCIMB 11842 (bacteria de referencia de la ATCC)
y el Bacilus megaterium (una bacteria nativa aislada de los estuarios de Bahía Blanca
Argentina). Después de realizar una adaptación de estos microorganismos para que
utilizaran el glicerol como única fuente de carbono se estudió la influencia en la
productividad de PHB en los microorganismos determinadas por el pH, concentración
inicial de glicerol y la temperatura.

Una diferencia marcada entre cada microorganismo fueron los tiempos de crecimiento
microbiano: mientras que en la fase estacionaria por el C. necator era alcanzada después
de 140 horas, el B. megaterium la alcanzaba después de 30 horas aproximadamente.

El C. necator es un microorganismo de referencia adquirido de la ATCC, por lo tanto, en las
fermentaciones realizadas probablemente no estaba en su 100% de rendimiento, pues en
la literatura se reportan tiempos de fermentación de entre 40 y 60 horas con una alta
productividad de PHB. Esto abre la posibilidad de futuros estudios de adaptación de este
microorganismo para desarrollar su máxima capacidad de producción de PHB y disminuir
los tiempos de fermentación ya sea con la manipulación de variables físicas como la
temperatura y concentración inicial de sustrato, o con la ingeniería genética y metabólica.
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El B. megaterium es un microorganismo nativo de los estuarios de bahía Blanca Argentina.
En este trabajo se experimentó con un sustrato nuevo para este microorganismo, pues en
la literatura no se reportan estudios anteriores donde usen glicerol. Esta investigación
permite concluir que el B. megaterium puede utilizar el glicerol como única fuente de
carbono y tener rendimientos muy parecidos a los obtenidos con glucosa, con la ventaja
de que el glicerol es mucho mas económico que la  glucosa, aumentando la viabilidad
económica del proceso. Y a pesar de que su tendencia a la esporulación compite con la
productividad de PHB, este microorganismo es una bacteria Gram Positiva cuyo PHB
producido tiene mejores propiedades de biocompatibilidad para aplicaciones biomédicas,
que el PHB producido por bacterias Gram Negativas como el C. necátor. Por lo tanto, la
productividad de PHB presentada por este microorganismo utilizando glicerol en tiempos
de fermentación entre 30 y 40 horas es un gran aporte para este campo ya que lo hacen
un candidato para estudios futuros de optimización y escalado del proceso a nivel
industrial.

Las simulaciones realizadas permitieron analizar los costos de producción del PHB a partir
de glicerol, influenciados especialmente por tres aspectos: el grado de pureza del glicerol,
el rendimiento de la fermentación y el esquema de separación. El grado de pureza del
glicerol y el rendimiento de la fermentación van íntimamente relacionados, pues la
eficiencia del microorganismo en la producción de PHB se ve afectada por la presencia de
sales y otras impurezas, de tal forma que a mayor pureza, mayor es su rendimiento. Esto
permitió concluir que es más viable económicamente aumentar los costos de purificación
del glicerol en pos de un mayor rendimiento y productividad de PHB. Es así que
comparando los costos de producción utilizando glicerol crudo (88%p/p) y glicerol puro
(98% p/p), con el puro se disminuyen en un 8.11%. También se pudo comprobar que el
costo de la materia prima representa solo entre el 5% y el 7% de los costos total de
producción de PHB utilizando glicerol. Esto abre un gran espectro de posibilidades para
seguir trabajando en la plataforma tecnológica para la producción a gran escala del PHB,
teniendo en cuenta que en Colombia la industria del biodiesel está en pleno crecimiento.
Actualmente se producen 516.000 ton/ año de biodiesel, lo que equivalen 51.600 ton/año
de glicerol, generando el problema de la sobreproducción de glicerol y su disposición final.
Con la infraestructura tecnológica que se comienza a desarrollar con esta investigación se
genera una interesante alternativa para las empresas productoras de biodiesel dándole un
valor agregado a un residuo, y al sector del PHB le permite disminuir considerablemente
sus costos de producción al disponer de un sustrato más económico haciéndolos más
competitivos con los plásticos sintéticos.
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Con estos resultados es posible afirmar de que Si es posible producir PHB de una forma
económica a partir de glicerol. Este es un punto de partida para futuras investigaciones en
este campo. Las alternativas de estudio están enfocadas en varios aspectos:

- Sustratos: Con el solo hecho de evaluar un nuevo sustrato la viabilidad económica del
proceso se potencializa, de esta forma evaluar otros residuos agroindustriales como
nuevos sustratos para la producción de PHB permitirá abrir alternativas a diferentes
empresas para disminuir el impacto ambiental que generan por la disposición final de sus
residuos, y obtener un producto de valor agregado que complemente la viabilidad
económica de sus procesos.

- Microorganismos: Es posible encontrar microorganismos con mayores rendimientos de
producción de PHB que los hagan atractivos a nivel industrial. Una forma de conseguirlos
es aislando microorganismos productores de PHB que hayan crecido espontáneamente en
glicerol crudo o en el residuo con el que se vaya a trabajar. Otra es mejorar mediante
ingeniería metabólica e ingeniería genética las habilidades de los microorganismos ya
trabajados y/o inducir a nuevas especies a que produzcan PHB.

- Separación: aún hay muchos campos por explorar, debido a que las técnicas
convencionales utilizan reactivos que son costosos tanto económica como
ambientalmente. Las tecnologías emergentes como la extracción con fluidos supercríticos,
la ingeniería genética para inducir la liberación espontánea de PHB por parte del
microorganismo, el estudio de nuevas técnicas de debilitamiento y/o disrupción de la
membrana celular, entre otras, son alternativas de separación que tienen la característica
de ser económicas y amigables con el medio ambiente.

En general, los esquemas actuales de producción de PHB requieren altas cantidades de
energía, consumiendo aproximadamente la misma cantidad de energía (en términos de
energía producida por petróleo) que los plásticos sintéticos, teniendo en cuenta que en la
producción de los plásticos sintéticos parte del petróleo es destinado como materia prima.
En este sentido es importante aclarar que la tecnología de producción de PHB es aún
joven y susceptible de múltiples mejoras, mientras que la tecnología de producción de
plásticos sintéticos es una tecnología madura, que trabaja con sus máximos rendimientos
posibles. Si con los esquemas actuales de producción de PHB el consumo de energía es
igual comparando los plásticos sintéticos, es posible predecir que en un futuro no muy
lejano con el avance de las investigaciones en este campo se van disminuir los consumos
energéticos y aumentar la viabilidad técnica y económica de este proceso.
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Hacer competitiva la producción de PHB con los plásticos sintéticos es un desafío que con
trabajos como este se están asumiendo, lo que permite trazar un camino para que en un
futuro no muy lejano, la producción de biopolímeros sea una excelente alternativa
económica para las empresas y para el consumidor final, además de estar generando
materiales amigables con el medio ambiente disminuyendo la dependencia con el
petróleo que si bien nos ha traído grandes comodidades a la humanidad, también ha
traído consigo problemas ambientales, económicos y políticos.
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Anexos

Anexo A: METODOLOGÍA UTILIZADA PARA LA CUANTIFICACIÓN DEL PHB.

Figura 43: Metodología de identificación y cuantificación de PHB
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Anexo B: METODOLOGÍA UTILIZADA PARA LA EXTRACCIÓN DE PHB

Figura 44: Metodología de extracción de PHB por el método de digestión cloroformo-hipoclorito
(30% v/v)
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Anexo C: RESULTADO ANÁLISIS FTIR REALIZADO A UNA MUESTRA DEL PHB
OBTENIDO



127

Anexo D: ANÁLISIS ELEMENTAL DEL PHB REALIZADO EN UN EQUIPO ESEM,
PARA DETERMINAR EL GRADO DE PUREZA DEL POLÍMERO DESPUÉS DE SU
PROCESO DE EXTRACCIÓN.
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