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Resumen

En esta tesis se estudia la produccidon de Polihidroxibutirato (PHB) a partir de residuos
agroindustriales. El trabajo realizado se expone en cuatro capitulos: En el primer capitulo
se hace una exposicién sobre generalidades de los polimeros y los impactos ambientales
generados por los polimeros sintéticos. De igual forma se ilustran a los biopolimeros como
una alternativa de disminucién de los impactos ambientales generados por los materiales
plasticos. En el segundo capitulo se exponen fundamentos de los polihidroxibutiratos:
estructura, formas de produccién, problemas y potencialidades de estos biomateriales. En
el capitulo tercero se presentan los resultados experimentales obtenidos en el estudio de
dos microorganismos productores de PHB a partir de glicerol como unica fuente de
carbono: el Cupriavidus necdtor NCIMB 11842 (microorganismo de referencia de la
American Type Culture Collection) y el Bacillus megaterium (un microorganismo nativo
aislado de los estuarios de Bahia Blanca Argentina). En el capitulo 4 se presentan los
resultados de unas simulaciones del proceso de produccion de PHB a gran escala a partir
de glicerol, realizadas con el programa ASPEN-PLUS, en el que hace andlisis de esquemas
tecnoldgicos de produccion (especialmente en la etapa de separacién) y una evaluacion
econdémica del proceso.

Palabras claves: Polimero, biopolimero, Polihidroxialcanoato (PHA), Polihidroxibutirato
(PHB), residuos agroindustriales, glicerol.



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 Bahia 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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Introduccion

El plastico es la tercera aplicacién mas extendida del petréleo después de la energia y el
transporte. Los polimeros o plasticos derivados del petrdleo, llamados también polimeros
sintéticos, presentan una problematica ambiental debido a que no son biodegradables
convirtiéndose en una fuente significativa de contaminacion, pues su creciente consumo
genera problemas de acumulacion de grandes cantidades de este material. A esto se le
suma que en su proceso de producciéon hay altos consumos de energia y emisiones de CO,
a la atmésfera.

El polihidroxibutirato (PHB), un biopoliéster de la familia de los polihidroxialcanoatos
(PHAs), es un biopolimero que ha cobrado gran importancia en el campo de la industria
durante los ultimos afios por sus propiedades fisico-quimicas y ha sido considerado como
posible sustituto de plasticos derivados del petréleo como el polietileno y el polipropileno,
pero sus altos costos de producciéon los hacen en la actualidad poco competitivos. Los
costos de produccion de estos biopolimeros dependen principalmente de la materia prima
(sustratos utilizados) y del consumo energético. La produccién 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 produccién del PHB. Es
importante evaluar fuentes de carbono mas econdmicas que aumenten la viabilidad
econémica del proceso. Una alternativa son los residuos agroindustriales. En Colombia la
agroindustria es el sector mdas importante de la industria manufacturera, generando gran
cantidad de residuos que no estan siendo aprovechados y al contrario, se convierten en
un problema ambiental.

El grupo de investigacion de Procesos Quimicos, Cataliticos y Biotecnoldgicos de la
Universidad Nacional de Colombia sede Manizales, se ha caracterizado por buscar
alternativas tecnoldgicas en el aprovechamiento de los residuos agroindustriales del pais,
sirviendo como plataforma investigativa para el desarrollo tecnoldgico de un sector tan
importante en la economia colombiana. Hasta el momento el grupo de investigacién se ha
enfocado con éxito en el estudio de la produccidon de biocombustibles como bioetanol y
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biodiesel. A través de este proyecto se pretende evaluar la alternativa tecnoldgica de
aprovechamiento del glicerol (subproducto de la industria del biodiesel) para producir
PHB por fermentacion microbiana. Una contextualizacion del estado del arte, la
experimentacién y la simulacion permite al final del documento llegar a unas conclusiones
importantes sobre la Produccion de PHB a partir de residuos agroindustriales y dar unas
perspectivas de futuros trabajos y desarrollos tecnolégicos.
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Hipotesis y Objetivos

Hipoétesis

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

Objetivo General

Establecer las mejores condiciones para la produccion de PHB a partir de residuos
agroindustriales.

Objetivos Especificos

1. Seleccionar el tipo de residuo agroindustrial con el que se va a trabajar teniendo en
cuenta la actividad econdmica de la region y del pais.

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

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

4. Establecer las mejores condiciones de fermentacion para la obtencion de PHB,
realizando pruebas con diferentes radios de alimentacion Carbono/Nitrogeno, P (fosforo),
S (azufre); temperaturas, pH, velocidades de agitacion.
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Capitulo 1: El hombre y el Plastico

“Los materiales son indispensables, determinantes para cualquier economia y los avances
cientificos y desarrollos tecnoldgicos nos permiten hoy obtenerlos, manipularlos,
procesarlos, transformarlos y utilizarlos como nunca antes en la historia.”

William D.Callister

1.1. Introduccion

En este capitulo se hard una ilustracion de lo que son los materiales plasticos, cual ha sido
su origen y evolucion a través de la historia. Se analizard el impacto ambiental de la
produccién y uso de materiales plasticos y las alternativas que surgen para mitigar estos
impactos. Dentro de estas alternativas de mitigacidon estd la sustitucién de los polimeros
sintéticos por biopolimeros, los cuales tienen propiedades y aplicaciones similares a los
polimeros sintéticos, ademas de ser biodegradables y producirse a partir de fuentes
renovables. Con el desarrollo de este capitulo se pretende conocer las potencialidades y
limitaciones de los materiales plasticos y entender por qué los biopolimeros actualmente
son materiales tan atractivos en una economia que busca tener sostenibilidad no solo
econdmica, sino también en el ambito ambiental.
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1.2. Generalidades

El empleo de materiales estd mas arraigado en nuestra cultura de lo que nos percatamos.
El transporte, la vivienda, el vestido, la comunicacidn, el area de la salud, la recreaciodn, la
produccién de alimentos, y practicamente cada segmento de la vida cotidiana del Hombre
estan influenciados en mayor o en menor grado por los materiales. Como explica Callister
[1] “...el desarrollo y progreso de las sociedades desde la antigliedad ha estado
intimamente 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 plasticos son los nuevos materiales mas usados en el mundo. Ellos se han usado en
grandes cantidades en la ultimas cinco décadas. En paises del primer mundo, los
polimeros sobrepasan al aluminio y al vidrio en términos de voliumenes usados. Un
estudio realizado por PRO BIP (Product overview and market projection of emerging bio-
based plastics) en el 2009 [2], reporta que la produccidén de plasticos en la Unién Europea
crecié un 4,6% por afio entre 1971 y 2006, mientras que la produccion total de materiales
crecioé un 0.7% por afio entre 1971 y 2004. En el mundo la velocidad de crecimiento de la
produccién de plasticos es aun mas alta: 5.9% entre 1971 y 2006. En 2006, la produccién
anual global de plasticos fue de 45Mt.

En la Figura 1 se puede observar la produccion de materiales en la Unién Europea en el
2004, basados en una produccion total de 920Mt. Cabe anotar que la densidad de los
plasticos es entre seis y siete veces menor que la del hierro y el acero, por lo tanto la
produccién de estos materiales en unidades volumétricas es comparativamente mas alta.
El consumo de materiales plasticos hoy en dia ha alcanzado niveles nunca antes vistos,
siendo utilizados para casi todo tipo de usos, reinventandose con el tiempo, y mejorando
propiedades quimicas, mecanicas y fisicas para aumentar su espectro de aplicacion. Es por
esto que estos materiales seguirdn creciendo en consumo pues ademds del mercado
propio que tienen, estan abarcando aplicaciones antes exclusivas del vidrio, papel y
metales debido a sus buenas propiedades y su relacién costo-beneficio. Es por esto que se
pueden catalogar estas uUltimas décadas de historia de la humanidad como la “Era del
plastico”.
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H Cemento (240Mt)

M Acero crudo (200Mt)

M Ladrillosy baldosas
(190Mt)

® Papel (100Mt)

® Madera (90Mt)

M Plasticos (60Mt)

m Vidrio (30Mt)

® Aluminio (9Mt)

Figura 1: Produccidn de materiales en la Unién Europea en el 2004, basados en una produccidon
total de 920Mt [2].

Algunas precisiones conceptuales

Plastico es una palabra que deriva del griego "Plastikos" que significa "Capaz de ser
Moldeado". Los pldsticos son parte de la gran familia de los Polimeros. Polimero es una
palabra de origen latin que significa Poli=muchas y Meros=partes. Los polimeros son
macromoléculas organicas formadas por la uniéon de moléculas mas pequefas llamadas
mondmeros. Entonces técnicamente se puede decir que los plasticos son sustancias de
origen organico formadas por largas cadenas macromoleculares que contienen en su
estructura carbono e hidrégeno principalmente. Se obtienen mediante reacciones
quimicas entre diferentes materias primas de origen sintético o natural. Es posible
moldearlos mediante procesos de transformacion aplicando calor y presién.

En la Tabla 1 se pueden observar algunas ventajas y desventajas que tienen los materiales
pldsticos en comparacién con otros materiales.
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MATERIALES PLASTICOS SINTETICOS

Ventajas

Desventajas

Tienen una baja densidad.

Existen materiales pldsticos
impermeables.

permeables e

Son aislantes eléctricos.

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

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

Resisten muchos factores quimicos.
Son faciles de trabajar.

Sus costos de produccion son bajos.

Poca resistencia mecdnica

Limitada resistencia al calor

Inestabilidad dimensional

Las reparaciones: No es practico ni rentable
reparar una pieza pldastica, en muchos casos

una reparacion es imposible.

La mayoria no se degradan facilmente.

Tabla 1: Ventajas y desventajas de los materiales plasticos

1.2. Clasificacion de los materiales plasticos

Los materiales plasticos o poliméricos se pueden clasificar en varias categorias, asi:

1.2.1. Segun el origen del mondmero base

Naturales o biopolimeros: son los polimeros cuyos mondémeros son derivados de

productos de origen natural, es decir fuentes renovables. Por ejemplo, la celulosa y la

caseina.

Sintéticos: Son aquellos que tienen origen en fuentes de carbono no renovables,

principalmente derivados del petrdleo.
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1.2.2. Segun su comportamiento frente al calor

Termoplasticos

Un termoplastico es un plastico que a temperatura ambiente es plastico o deformable, se
derrite a un liquido cuando es calentado y se endurece cuando es suficientemente
enfriado. Los principales son: Resinas celuldsicas (rayén), Polietilenos y derivados (PVC, el
poliestireno, el metacrilato).

Termoestables

Los plasticos termoestables son materiales que una vez que han sufrido el proceso de
calentamiento-fusion y formacién-solidificacion, se convierten en materiales rigidos que
no vuelven a fundirse. Generalmente para su obtencién se parte de un aldehido.
Ejemplos: Polimeros del fenol, Resinas epoxi, Resinas melaminicas, Baquelita,
Aminoplasticos.

Elastomeros

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

1.2.3. Segun su biodegradabilidad

La ASTM'y la 1SO? definen al plastico degradable como “aquel que sufre un cambio
significativo en la estructura quimica bajo condiciones ambientales especificas resultando
en la pérdida de propiedades que pueden variar acorde con su medicion por métodos de
ensayo estandar apropiados para el pldstico y las aplicaciones en un periodo de tiempo
que determina su clasificacion”. Esta degradacion puede ser de tipo quimica, térmica,
fotoxidativa o biodegradativa.

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

! 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 biodegradacion: Este tipo de materiales tienen una matriz de
compuestos derivados de petréleo, la cual estad reforzada generalmente con carbono y
fibra de vidrio. Esto hace que sean impenetrables para los microorganismos, hongos vy
algas, que son los encargados de la biodegradacion.

- Parcialmente biodegradables: Estos materiales son disefiados con el objetivo de lograr
una degradacién mas rdpida que la que presentan los pldsticos convencionales.
Generalmente son una mezcla de fibras naturales con polimeros sintéticos. Cuando se
disponen estos materiales, se degrada la parte de fibra natural pero persiste la parte
sintética.

- Completamente biodegradables: La matriz del polimero es derivada de fuentes naturales
renovables (e. g. almiddén). Los microorganismos tienen la capacidad de consumir estos
polimeros y reducirlos a didxido de carbono y agua.

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

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

1.3.1. La elaboracidn de productos plasticos a partir de fibras
existentes en la naturaleza.

El comienzo de este momento se puede remontar el siglo XIX cuando el primer plastico se
origina como resultado de un concurso realizado en 1860 por el fabricante
estadounidense de bolas de billar Phelan and Collander quien ofrecié una recompensa de
10.000 délares a quien consiguiera un sustituto aceptable del marfil natural, destinado a la
fabricacion de bolas de billar. Una de las personas que compitieron fue el inventor
norteamericano Wesley Hyatt, quien desarrollé un material llamado celuloide (nitrato de
celulosa de baja nitracién tratado previamente con alcanfor y una cantidad minima de
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disolvente de alcohol). Y aunque Hyatt no gand el concurso, con este material se
empezaron a fabricar distintos objetos como mangos de cuchillo, armazones de lentes y
peliculas cinematograficas. En 1851, Nelson Goodyear patentd el proceso de calentar el
caucho natural con grandes cantidades de azufre mediante el proceso conocido como
vulcanizacion, para obtener un material mas duro conocido como caucho duro, ebonita o
vulcanita. El descubrimiento de la nitrocelulosa por Christian Shénbian en 1846 fue un
progreso importante en el terreno de los polimeros industriales como también lo fue la
parkesina, material fabricado por Alexander Parker en 1862, una forma de nitrocelulosa
plastificada. Es asi como la mayoria de los plasticos se fabricaban a partir de resinas de
origen vegetal: como la celulosa (del algoddn), el furfural (de la cascara de la avena),
aceites de semillas y derivados del almiddn o del carbén.

1.3.2. Elaboracion de plasticos sintéticos

En 1910 la resina formaldehido Bakelita de Leo Baekeland es la que tiene la distincion de
ser el primer polimero completamente sintético comercializado. Pero el desarrollo de la
industria de los polimeros se veia restringido por la falta de comprension de la naturaleza
de éstos. Fue Staundinger quien introdujo, sobre los afos 20, el término de
macromolécula para describir a los polimeros. Staundinger afirmaba que los polimeros
estaban compuestos por numerosas moléculas grandes que contenian grandes secuencias
de unidades simples unidas entre si por enlaces covalentes. Asi, a comienzos de los anos
30, la gran mayoria de cientificos estaban convencidos de la estructura macromolecular
de los polimeros y fue entonces cuando comenzd 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 petroquimica 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 plasticos demostré
ser una fuente de materiales sustitutos aceptables. Alemania, por ejemplo, que perdio sus
fuentes naturales de latex, inicié un gran programa que llevd al desarrollo de un caucho
sintético. La entrada de Japdn en el conflicto mundial corté los suministros de caucho
natural, seda y muchos metales asiaticos a Estados Unidos. Ante esta situacidon Estados
Unidos intensificd el desarrollo y la produccién de plasticos. El nylon se convirtié en una
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de las fuentes principales de fibras textiles, los poliésteres se utilizaron en la fabricacién
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 plasticos derivados del petrdleo, estableciéndose la
industria petroquimica propiamente dicha alentada en gran parte por los bajos precios del
petroleo lo que se reflejaba en los bajos costos de produccion. Tuvieron especial interés
los avances en plasticos 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 petroquimica en estas décadas fue tan grande, que el uso de
petroleo desde 1945 hasta 1973 se multiplicd 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 altisima demanda energética).

1.3.3. Plasticos sintéticos: dependencia del petroleo

El hecho de que el petrdleo es una fuente no renovable de energia y que las reservas en
donde se encuentra estan concentradas en unas pocas regiones del mundo, hace que los
precios y accesibilidad de esta materia prima de los polimeros sintéticos no solo dependa
de su disponibilidad, sino también del contexto politico y econémico. Un ejemplo de esto
es la crisis petrolera de 1973, donde los paises exportadores de petréleo pertenecientes a
la OPEP (Organizacién de Paises Arabes Exportadores de Petréleo) deciden no exportar
mas petrdleo a los paises que habian apoyado a Israel durante la guerra del Yom Kippur.
Este “embargo petrolero” afectd principalmente a Estados Unidos quien para esa época
consumia el 33% de la energia de todo el mundo. Esto provocd que los precios
internacionales del petrdleo se cuadriplicaran generando una desestabilizacion de la
economia mundial. En adelante se presentan otras crisis petroleras, las mas importantes
se dieron en 1979 influenciada por la revolucidén irani y la Guerra Iran-lrak y en 1990
influenciada por la Guerra del Golfo Pérsico.

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

1.4. Oferta y demanda de materiales plasticos

Los termoplasticos son los materiales plasticos mas consumidos en el mundo. Como se
observa en la Figura 2 estos polimeros representan el 65% del total de plasticos
producidos en el mundo.

M Termopolasticos
m Otros

M Fibras

W Elastomeros

W Poliuretanos

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

31



En la Figura 3 se pueden ver diferentes tipos de termopldsticos 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 mas del 50% del consumo
termoplastico.

m PP

B LDPE

mPVC

m HDPE

W PS,EPS

mPET

mPUR

m ABS
PA

mPC

Otros

Figura 3: Demanda mundial de termoplasticos por tipo de resina en el 2007(3].

El consumo de plastico en el mundo tiene diferentes comportamientos, dependiendo
principalmente del grado de desarrollo de cada pais. De acuerdo con Plastics Europe [4], |a
demanda mundial de plasticos es de aproximadamente de 30kg/per capita-afio, pero el
célculo realizado solo en el oeste de Europa es de 99kg/per cépita-afio. Es asi como el 15%
de la poblacién mundial concentrada en paises del Oriente de Europa, Japdn y los paises
NAFTA (Estados Unidos, Canada y México), representan el 50% del consumo mundial de
plasticos. Con la tendencia de industrializacidn y desarrollo de los paises, se puede esperar
que el consumo de materiales plasticos siga en aumento, y segun PROBID [2] se proyecta
que para el 2050 el consumo promedio de plésticos seria de 90kg/per capita-afio,
sumandole que la poblacién mundial se proyecta para ese aiio en unos 9500 millones.

En Colombia la cadena productiva de petroquimica, plasticos y fibras sintéticas
comprende una amplia gama de industrias que realizan las actividades de explotacion de
gas y refinacién del crudo, la produccion de las materias primas petroquimicas basicas
(olefinas y aromaticos), de produccion de insumos intermedios (polietileno, cloruro de
polivinilo, poliestireno, polipropileno, resinas, entre otros), y de produccién de bienes
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transformados y finales de plasticos. Durante el 2003 (segiin comunicados de Proexport
Colombia [5]) la cadena petroquimica de plasticos y fibras sintéticas participd con el 6.3%
de la produccion de la industria nacional y con el 6.4% del empleo industrial. Entre 2001 y
2003, esta cadena exportd un promedio anual de USS 472 millones, principalmente a
Venezuela (16,4%), Ecuador (13,6%), Estados Unidos (12,3%) y Peru (10,2%). El promedio
anual de las importaciones para el periodo 2001-2003 fue de US$ 940 millones. Los cuatro
principales paises de origen de las importaciones totales de la cadena petroquimica
plasticos fueron Estados Unidos (46,97%), Venezuela (16,96%), México (7,42%) y Corea del
Sur (4,97%). En la actualidad, la empresa colombiana de petréleos ECOPETROL, produce
algunas materias primas para la industria del plastico, entre las cuales se destacan la
produccién de polietileno que abastece menos del 30% del mercado de polietileno de baja
densidad. Esta baja produccion de materia prima hace que la mayoria de los mondémeros,
necesarios para la produccion de polimeros y manufacturas finales tales como
manufacturas plasticas, pinturas y barnices, y caucho, deba importarse.

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

% % crecimiento
Ranking Empresa USS millones Participacion anual 2004
en el sector

1 Propilco 346 6.10% 53.10%

2 Petco 302 5.30% 29.80%

3 Mondmeros 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 Quimica 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 polimeros en Colombia con su respectivo crecimiento en ventas
en el periodo 2002-2004 [5]
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1.5. Impactos ambientales de los materiales plasticos

En la evaluacién 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 produccion
hasta su eliminacidn final.

Los impactos ambientales negativos generados por los materiales plasticos son
principalmente

- Consumo de petrdleo como materia prima.
- Consumo energético durante su produccion.
- Emisiones de gases efecto invernadero durante su produccion.

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

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

- Incrementar la eficiencia energética y el uso de materiales en todas las cadenas

productivas de los polimeros. Un ejemplo de esto es que los envases plasticos actuales
son un 80% mas livianos que hace 20 afios (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 disposicion final de ellos mediante el reciclado, reuso

de los componentes del producto, recuperacion energética en centros de incineracion de

residuos y en el caso de polimeros biodegradables utilizar digestion (para recuperacion

energética) y compostaje. En la Figura 4 se encuentran las diferentes alternativas

tecnoldgicas actuales implementadas para la disposicién final de los materiales plasticos.

34



DISPOSICION FINAL DE LOS MATERIALES PLASTICOS

Reciclado Reuso Rellenos sanitarios

Mecanico Quimico

Centros de compostaje

Recuperacidn energética
porincineracidn

Figura 4: Alternativas tecnoldgicas actuales para la disposicidn final de materiales plasticos

El objetivo del reciclado es recuperar los plasticos y transformarlos para su utilizacion en
nuevas aplicaciones. Este puede ser fisico o quimico. En el reciclado fisico los plasticos son
molidos, lavados y convertidos en flakes o pellets. Esta nueva materia prima permite,
generalmente mezclada con materia prima virgen, la produccion de materiales idénticos a
los originales o diferentes. El reciclado quimico implica depolimerizar los plasticos y
reducirlos hasta sustancias quimicas sencillas. El objetivo es recuperar esos componentes
guimicos individuales para reusarlos como quimicos o producir nuevos plasticos con las
mismas caracteristicas y propiedades de los materiales originales. Hay distintos procesos
desarrollados y en permanente optimizacion: Metandlisis, Glicolisis, Hidrélisis, Pirdlisis,
Crackeo Térmico. Los nuevos materiales obtenidos por reciclado tienen un rango de
aplicacién limitado.

Un tipico 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 limites (limitado
a condiciones de higiene, ciclo de vida del envase, etc).

La combustion controlada ha sido una buena opcidon para el manejo de polimeros no
biodegradables, ya que el contenido de energia recuperable de estos materiales es mayor
comparado con otros. El problema es que estos procesos pueden ser costosos por el alto
grado de tecnologia necesario para una combustion controlada dentro de las normas de
emisién de gases [7][8]. Este procedimiento cumple un papel sobresaliente en ciertos
paises europeos, como por ejemplo Suiza, que incinera mas del 70% de sus residuos
sélidos.

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

- Reemplazo de materia primas petroguimicas por materias primas renovables.

Si bien es cierto que hasta hace pocos afios (ver Figura 5) el porcentaje del petréleo
producido destinado la industria petroquimica (7%) y especificamente a la produccion de
polimeros (4%) era bajo, la creciente demanda de estos materiales hacen que el
porcentaje destinado para tal fin vaya en aumento.

W Calefaccion

W Energia
Transporte

W Petroquimica

W Varios

Figura 5: Uso del petrdleo en diferentes areas

Los materiales plasticos hoy en dia abarcan un gran porcentaje de los materiales utilizados
por el hombre. Los impactos ambientales negativos y su dependencia con el petrdleo
hacen importante el desarrollo de una plataforma tecnolégica que permita producir
materiales sustitutos. Los biopolimeros son una opcidn muy atractiva pues tienen
propiedades similares a los pldsticos sintéticos, ademds de ser biodegradables vy
elaborarse a partir de fuentes renovables de carbono.

1.6. Biopolimeros

Los polimeros naturales o biopolimeros se usan desde los inicios de la civilizacién. Estos
materiales incluyen madera, caucho, algoddn, lana, cuero y seda. Otros polimeros
naturales como las proteinas, las enzimas, los almidones y la celulosa son importantes en
los procesos bioldgicos y fisiolégicos de las plantas y animales.
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Cada afio cerca de 170 trillones de toneladas (1 trillén= 10'?) de biomasa es producida, y
solo el 3,5% es utilizada por la humanidad [8]. Los usos de esta biomasa van destinados
para alimentacion, madera (utilizada para produccién de energia, papel, construccion) y
solo el 5% es utilizado para propdsitos no alimenticios como productos quimicos vy
vestidos (Figura 6).

B Alimentacion

® Madera para energia,
papel, construccion

Usos no alimenticios

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 polimeros naturales fueron usados por el hombre desde los comienzos
de las civilizaciones éstos fueron desplazados por los polimeros sintéticos a medida que la
industria petroquimica crecia en la década de 1930. En 1970, cuando el precio del
petroleo aumentd, surgid de nuevo el interés por materias primas no petroquimicas, pero
esto fue temporal. En los 80s y especialmente en los 90s, el regreso de los polimeros
basados en biomasa es observable con aplicaciones en ciertas dreas. Una de las
caracteristicas de los biopolimeros que los hacen atractivos es su biodegradabilidad.

De acuerdo con Steinbichel [9] los biopolimeros, quimicamente se pueden clasificar en
acidos nucléicos, poliamidas tales como las proteinas y los aminoacidos, polisacaridos,
poliésteres organicos (tales como los polihidrixialacanoatos, acido polimalico),
politioésteres, poliésteres inorganicos (como el polifosfato), poliisoprenoides y polifenoles
como la lignina o el acido huminico. Estos biopolimeros cumplen una variedad de
funciones esenciales para los organismos tales como la conservacidon y expresién de
informacién genética, catalizadores de reacciones, almacenamiento de carbono, energia y
otros nutrientes, defensa y proteccion, comunicacién con el ambiente y otros organismos,
entre otros. Alternativamente ellos pueden ser compuestos estructurales de las células,
tejidos y érganos enteros.
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En términos de produccion, los biopolimeros se pueden clasificar de acuerdo a la forma de
obtencidn asi

- Polimeros extraidos o removidos directamente de la biomasa: polisacaridos como
almidodn y celulosa. Proteinas como caseina, queratina, y colageno.

- Polimeros producidos por sintesis quimica cldsica utilizando mondmeros bioldgicos de
fuentes renovables (e. g., Acido polilactico).

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

Actualmente se producen gran variedad de biopolimeros (ver Tabla 3), los cuales tienen
diferentes campos de aplicacién y de incursion en el mercado. Esto depende de varios
factores: i) los costos de produccidn los cuales se ven en reflejados en los costos de
comercializacién y su competitividad frente a los plasticos sintéticos, ii) la calidad y rango
de aplicacién en las areas donde se utilizan polimeros convencionales y nuevos campos de
aplicacidn, vy iii) la conciencia del mercado, es decir, el emergente mercado verde que
exige productos que sean amigables con el medio ambiente, desde su extraccién hasta su
deposicion final. En la Tabla 3 se pueden observar los principales biopolimeros producidos
a nivel mundial actualmente.

La produccién mundial de biopolimeros 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 bioplasticos.
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GRUPO BIOPOLIMERO

TIPO

ESTRUCTURA /METODO DE
PRODUCCION

1. Almiddn Polisacarido Modificacidn del polimero natural
2. Acido polilactico Poliester Produccion del mondmero (acido
lactico) por fermentacién seguido por
polimerizacidn.
3a. Politrimetilenotereftalato (PTT) Poliester Produccion del mondmero 1,3-
propanediol por fermentacion mas
acido tereftdlico petroquimico (o
DMT).
3b. Polibutilenotereftalato (PBT) Produccion del mondmero 1,4-
butanediol por fermentacion mas
acido tereftélico petroquimico.
3c. Polibutileno succinato (PBS) Produccion del monémero acido
succinico por fermentacién mas acido
tereftalico petroquimico (o DMT).
4. Polihidroxialcanoatos Poliester Produccion directa del polimero por

fermentacion o produccion  por
plantas (modificadas genéticamente)

5. Poliuretanos (PURs)

Poliuretanos

Produccion del monémero poliol por
fermentacion o purificacion quimica
mas isocianato (petroquimico).

6. Nylon Poliamida

a. Nylon6 Produccion de caprola por
fermentacion

b. Nylon 66 Produccion de acido adipico por
fermentacion

c. Nylon 69 Produccion del mondmero base por
transformaciéon quimica convencional
del acido oléico via didcido azeldico.

7. Celulosa Polisacarido a. Modificacion del polimero

natural
b. Celulosa bacterial por
fermentacion

Tabla 3: Principales biopolimeros producidos a nivel mundial [4].
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. ‘.. Aumento de la produccion Capacidad de produccion
Biopolastico
proyectado para el 2020 proyectada para el 2020
Polimeros de 38% Novamont: 200 kt; Biotec: 300 kt; Rodenburg: 40
Imidd kt; Plantic: 15 kt; BIOP: 180 kt; Cereplast: 450 kt;
almidon 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.
Blomonémeros 6% Dow: 100 kt (ECH); Solvay: 110 kt (ECH)
Otros 2% Innovia: 20 kt (peliculas de celulosa) ; DuPont: 10
kt (PTT); Arkema: several thousands tonnes of PA
11

Tabla 4: Algunas proyecciones de produccion de biopolimeros para el 2020 [4].

CONCLUSIONES

Los plasticos son los nuevos materiales mas utilizados en el mundo. Ellos se han usado en
grandes cantidades en la ultimas cinco décadas. Los impactos ambientales negativos
generados en todo el ciclo de vida de los materiales plasticos (como su dependencia con el
petroleo para su produccién, la emisiéon de gases efecto invernadero durante su
produccidn e incineracion, el consumo energético y la acumulacién y perduracién en el
ambiente después de su vida util ya que no son biodegradables), hacen necesario el
desarrollo de nuevos materiales que tengan propiedades similares a los plasticos
sintéticos, pero que no generen tanto impacto negativo. Una alternativa interesante es la
produccién de biopolimeros. Las ventajas de estos materiales frente a los polimeros
sintéticos son: se producen a partir de fuentes renovables de carbono, la mayoria son
completamente biodegradables en cortos periodos de tiempo y no son toxicos. Los
principales biopolimeros producidos y comercializados en el mundo son: biopolimeros
derivados del almidén, el Acido Polilactico (PLA), los Polihidroxialcanoatos (PHAs), entre
otros. Las ventajas que tienen los PHAs frente a los otros biopolimeros es su amplio rango
de aplicacién ya que son termoplasticos que pueden ser procesados de igual forma que
polietileno y el polipropileno. Los retos presentes y futuros se enfocan en desarrollar
alternativas tecnoldgicas que permitan obtener estos materiales a bajo costo, y con unas
propiedades tales que puedan sustituir de forma progresiva a los plasticos derivados del
petrdleo.
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Capitulo 2: Polihidroxialcanoatos

Introduccion

En este capitulo se estudia la estructura, formas de produccidon, ventajas y desventajas de
los polihidroxialcanoatos (PHAs) especialmente el polihidroxibutirato (PHB), biopolimero
con propiedades fisicas tales que pueden someterse a los mismos procesamientos y
aplicaciones que los polimeros sintéticos como el polietileno y el polipropileno. Se hace un
analisis de los costos de produccion, se plantean los residuos agroindustriales como
materias primas para la produccién de PHB por su bajo precio, abundancia y por darle un
valor agregado a un residuo que actualmente esta generando costos a las empresas para
su disposicion final o en el peor de los casos se dispone directamente al ambiente
generando impactos ambientales negativos.

2.1. Generalidades

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros lineales de (R)-3-hidroxiacidos en los
cuales el grupo carboxilo de un mondmero forma un enlace tipo éster con el grupo
hidroxilo del mondmero 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 termoplasticos y/o elastdmeros los cuales pueden ser procesados por
equipos usados en el procesamiento de plasticos sintéticos.

- Son insolubles en agua.

- Poseen un alto grado de polimerizacién (del orden de 10> a 10’ Da)
- No son toxicos

- Son biocompatibles

- Se obtienen a partir de fuentes renovables de carbono.

- Son biodegradables.

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

Figura 8: Micrografia de transmisién de electrones de una delgada seccién 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 nimero de atomos de carbono del mondmero 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
atomos de carbono.

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

- Copolimeros: compuestos por dos o mas tipos de hidroxidcidos como mondmeros
constituyentes.

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

CH3

—— Q—HC—CH.C——

dn CH3 O CH:CH2 OI

PII3G | |
O—HC——CH.C—O0—CH—CH.C

CHoCH:; © ] -
| || PHBYV
—— O0—HC—CH.L——

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

El PHB tiene propiedades similares al polipropileno, aunque es mas duro y quebradizo. Es
un termopldstico que puede ser procesado por técnicas de extrusidn e inyeccion,
altamente cristalino y muy fragil, mientras que el copolimero de PHB con PHV es menos
cristalino, mas flexible y mas facil de procesar. Un nombre comercial de este copolimero
es Biopol (desarrollado por la compania Monsanto Co) y se obtiene agregando acidos
organicos como el propidnico durante la fermentacién. En la Tabla 5 se presentan algunas
propiedades fisicas de los PHAs mas comercializados en el mundo
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. P(3HB) Biomer | P(3HB) Biomer P(3HB-co- P(3HB-co-3HHx)
Propiedades .
P240 P226 3HV) Biopol Kaneca, Nodax
Velocidad de 5-7 9-13 0.1-100
flujio de fusién
(g/10min)
Densidad (g/cmg) 1.17 1.25 1.26-1.26 1.07-1.25
Transparencia 0.7 De blanco fuerte a
(%) pelicula traslucida
Tension 18-20 24-27 10-20
superficial (MPa)
Elongacion (%) 10-17 6-9 10-25
Médulo de 1000-1200 1700-2000 40
felxion

Tabla 5: Propiedades fisicas de algunos PHAs

El PHB tiene buenas propiedades termoplasticas (punto de fusion 180°C) y puede ser
procesado como un termoplastico clasico. Este tiene un amplio rango de temperaturas de
uso desde -30°C hasta 120°C. Pueden ser utilizados como empaques de productos
perecederos, ademas los articulos elaborados con PHB pueden ser autoclavados. Sin
embargo, la dureza y alto grado de cristalinidad del PHB limita sus aplicaciones [5]. El
copolimero P(3HB-co-3HV) tiene menor cristalinidad y mejores propiedades mecdnicas
(disminucion en la dureza y fragilidad, incremento en la tensién superficial) comparado
con el PHB, y conserva la cualidad de ser totalmente biodegradable. También posee mayor
viscosidad en estado liquido, propiedad favorable para procesos de extrusién. Los PHAs de
cadena media son elastomeros y tienen una temperatura de fusion y de transicidn vitrea
mas baja comparado con los PHB. Su estructura molecular es andloga a la del polietileno
suave, es decir es un material amorfo.

En términos de sustitucién técnica de materiales el homopolimero 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 copolimeros
son sustitutos del PE-HD, PE-LD y PP. En menor proporcion pueden sustituir el PVC, PET y
PUR. De igual forma estos biopolimeros pueden sustituir materiales no plasticos como el
papel y la madera.

Actualmente los PHAs son usados para moldeos por inyeccidn, extrusion y papel plastico.
El moldeo por inyeccidn y/o extrusién es utilizado para la produccion de un amplio rango
de articulos tales como: cubiertos, empaques (bolsas, cajas y espumas), cubiertas para
usos en la agricultura, objetos de aseo personal (cuchillas de afeitar, cepillos de dientes),
articulos de oficina, jugueteria, entre otros. Los PHAs pueden ser extruidos también como
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fibras que pueden ser utilizadas para tapetes de automoviles, 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.

% del mercado actual | % del mercado en el 2020
Sector
Mirel Mirel Kaneka

Empaques 80 20 30
Construccion 20 0
Agricultura 20 20 14
Textil 10

Transporte 30
Muebles

Eléctrica y electrénica 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 ingenieria de tejidos,
transportadores de medicamentos y en areas cardiovasculares y ortopédicas. De igual
forma hay elementos como suturas, recipientes de sangre artificial, eséfagos artificiales

[6171(8].

2.1.2. Formas de produccion de PHAs

La produccidn de los polihidroxialcanoatos puede ser in vitro o in vivo (Ver Figura 10).

Microorganismo

Mativos
Fermentacion de
sustratos por
microorganismos Microorganismo
modificados

genéticamente

In vivo

Produccion através de
plantas modificadas

PRODUCCION genéticamente

PHAS

Invitro

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

2.1.2.2. Produccién in vivo
La produccién de PHA in vivo se puede dar de dos formas: por fermentacion de sustratos a
través de microorganismos y a través de plantas modificadas genéticamente.

- Produccidn por fermentacion

Para la produccion por via fermentativa se utilizan microorganismos ya sean especies
nativas, es decir que tienen la habilidad innata de produccidon de PHA, o microorganismos
gue han sido modificados genéticamente con el objetivo de inducir las rutas metabdlicas
de produccién de PHA en aquellos que originalmente no lo hacian o para mejorar
rendimientos en la produccion y separacion del PHA en aquellos que ya tienen esas rutas
metabodlicas. Existen mas 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 restriccion de otro nutriente como nitrégeno,
fésforo u oxigeno [1]. Asi, estos biopolimeros se depositan intracelularmente en formas de
cuerpos de inclusién y pueden llegar a representar mas del 90% del peso seco celular [9].

- Produccion en plantas modificadas genéticamente:

Se estan desarrollando tecnologias de producciéon de PHA por medio de tejidos vegetales,
tales como semillas y hojas, los cuales a través de la fotosintesis utilizan el didéxido de
carbono y agua como materia prima para la produccion de PHA [5]. Los limitantes y
grandes retos es aumentar los rendimientos de produccién para tener viabilidad
econdmica del proceso, y para ello se utilizan herramientas de la ingenieria genética e
ingenieria metabdlica.

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 metabdlica del microorganismo. De forma general este
proceso se puede dividir en tres etapas:
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- Condensacion 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 acido acético es el Acetil-CoA y es asi como dos de estas moléculas son
condensadas a Acetoacetil-CoA, catalizado por la enzima PB-ketotiolasa la cual es
codificada con el gen phaA. Cuando el sustrato es un acido graso como el acido butirico 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 formacién del copolimero P(HB-HV), para la cual se utiliza glucosa y acido
propidnico 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 acido
propiénico (Figura 11).

- Reduccidon del Acetoacetil-CoA al monémero (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 formacién del copolimero P(HB-co-HV), de forma paralela se

reduce el 3-ketovaleril a (R)-3-hidroxivaleril-CoA por medio de la misma enzima.

- Polimerizacion del mondmero (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 mondmeros de hidroxidcidos de
cadena corta (SCL HA).

La segunda clase de PHA sintetasa ha sido detectado en la Pseudomona oloevorans. Esta
enzima incorpora hidroxiacidos 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 biosintesis del PHB y el copolimeros P(HB-HV) en el R. eutropha. Con las
respectivas enzimas que intervienen y los genes que las codifican [11]

A pesar que los hidroxiacidos (HAs) mas comunes estan oxidados en el tercer carbon
(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 mondédmeros han resultado interesantes en la formacién de
copolimeros con los 3HBs con el objetivo de obtener un polimero con mejores
propiedades fisicas. Cabe anotar que los mondmeros oxidados en el carbén 4 son
usualmente derivados de fuentes de carbono como acido-hidroxibutirico, 1,4-butanodiol y
y-butirolactona.

PHA depolimerasa intracelular (Phaz)

Como ya se ha mencionado anteriormente los PHAs son polimeros carbonados de reserva
formados durante un periodo de estrés en el cual hay un exceso de carbono y limitacion
de uno o varios nutrientes (N, P, O,). Cuando esta condicién de estrés desaparece, ya sea
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porque el nutriente limite aumenta su concentracién en el medio o porque la fuente de
carbono también disminuye su concentracién, el microorganismo utiliza estas inclusiones
de reserva. Para ello estan equipados con un sistema de despolimerizacion, la enzima PHA
depolimerasa intracelular PhaZ. A diferencia del PHA sintetasa, esta enzima no esta muy
bien caracterizada. En la Figura 12 se puede observar un Ciclo metabdlico natural de la
sintesis y degradacion del PHB en bacterias, y las enzimas que participan en él.

Phasins (PhaP)

Desde hace 30 afios se han realizado estudios en los cuales se observan que las inclusiones
de PHA tienen proteinas en su superficie intracelular. Por ejemplo las inclusiones de
P(3HB) del B. megaterium estan compuestas de 97.7% de P(3HB), 1.87% de proteinas y
0.46% de lipidos [2]. Estas proteinas denominadas phasins (PhaP) a diferencia de las PHA
polimerasa y PHA depolimerasa, no tienen funciones catabdlicas o anabdlicas, y aunque
no se tiene muy clara su funcidn, 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.

Fuentes de carhbono

Acidoscitico  Aziiem Acidograsos  Acido butirico
TCA -4—— AcetiiCoA Butiril-CoA
v
PhaA l T 2‘-8ulenou!—€oA
AcetoacetiiCoA == ()3 Hidroxbutinl-CoA

-~

(R)-3-Hidroxibutiril - oA
i Acido acetoacético
Pha( l

@

P(3HB)
inclusion

— ———p Agido (R)-3-Hidroxibutirico
PhaZ

Figura 12: Ciclo metabdlico natural de la sintesis y degradacién del PHB en bacterias en el que
participan las siguientes enzimas: PhaA: B-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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Proteinas de inclusién asociadas al

Figura 13: .Modelo de la estructura de una inclusién de PHA en la célula y su asociacidn con
proteinas phasins.

2.2. Historia de la comercializacion de PHA en el
mundo

La comercializacion del PHB, el tipo de PHA mias 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 ICl), produjo
varias toneladas de una serie de copolimeros de PHAs bajo el nombre de Biopol. En el
periodo de 1982-1988, Chemie Linz GmbH en colaboracion con Petrochemia Danubia
(PCD) produjo PHB a partir de sacarosa como sustrato. En los comienzos de la década del
1990s Zeneca UK produjo el copolimero P(3HB-co-3HV) conocido comercialmente como
Biopol mediante la fermentacion bacteriana usando una mezcla de glucosa y acido
propiénico como sustratos. En 1996, Zeneca vendié el negocio Biopol a la empresa
Monsanto, la cual continud las investigaciones comenzadas por Zeneca en la produccion
de PHA en plantas genéticamente modificadas. En paralelo, Monsanto produjo
comercialmente pequefios volimenes de Biopol y en 2001 vendié Biopol a la compaifiia
biotecnoldgica estaunidense Metabolix. Hoy en dia Metabolix esta produciendo PHA a
través de la fermentacion de azucar de maiz en un fermentador de 50 metros cubicos.
Metabolix ha logrado altas velocidades de produccidn teniendo tiempos de fermentacion
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menores de 40 horas y continla en investigaciones para aumentar la viabilidad econémica
del proceso.

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

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

PHB: Nombre del Compaiiia . Produccién
Sustrato Precio .
producto productora (t/afo)

Biomer: P(3HB) Biotechnoly Co. Sacarosa [5] 20€/kg (2003) | 50 (2003)
Germany 3-5€/kg(2010)

Biocycle: P(3HB) PHB industrial | Cafia de azicar | 10-12€/kg 1400(2003)
S/A company, [12] (2003) 2.5-3€/kg | 30-60000(2010)
Brasil (2010)

Biogreen: P(3HB) Mitsubishi  GAS Metanol [13] 2.20 €/kg (2010) | -
Chemical, Japan

P(3HB) Metabolix, USA | Azdcar maiz [14] | - -
(BASF, ADM)

Tabla 7: Principales productores de PHB en el mundo

En general los precios de los PHAs son mas altos que los otros biopolimeros como los
basados en almiddn, PLA, y mucho mas comparado con los plasticos sintéticos. Esto se
debe a los altos costos de produccidon del PHA (especialmente en los costos de materias
primas y purificacién del producto) y a la produccién en pequefia escala.

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

Los costos de produccion de los polihidroxialcanoatos cuando son producidos por via
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 conversidn sustrato-producto), el tipo de
fermentacion que se lleve a cabo (las condiciones inherentes a ella como aireacion,
temperatura), la recuperacion y purificacién del producto final.

Actualmente el costo por materia prima oscila entre el 20% y 50% de los costos totales de
producciéon dependiendo principalmente del tipo de sustrato y el rendimiento del proceso.
En la Tabla 8 se ven los costos de produccion 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 operacién 15-20% 30-35%
Otros 15-20% 2-25%

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

Los impactos ambientales generados por la produccién de PHAs se focalizan en los
requerimientos de energia y en la produccion de gases de efecto invernadero como el
CO,. Los requerimientos energéticos en la produccion de PHAs pueden ser hasta tres
veces mayor que los requerimientos de polimeros sintéticos, y en este sentido los PHAs no
ofrecen una reduccidn en la emision de impactos. En pocas palabras, si se comparan los
impactos ambientales de los polimeros sintéticos con los PHAs, teniendo en cuenta su
actual forma de produccion, en realidad serian iguales. En donde se logra una fuerte
disminuciéon del impacto ambiental es en la disposicion final de los productos,
comparandolo con los plasticos 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 energia recursos necesarios para generar el sustrato.
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Una forma de disminuir el impacto ambiental de la produccién de PHAs es integrando el
proceso a una biorefineria, es decir, que la materia prima sea el subproducto de otro
proceso. De igual forma si durante el proceso se hacen estrategias de integracion
energética, la viabilidad ambiental y econdmica del proceso se potencializa.

Como se menciond anteriormente los costos de produccion estan intimamente
relacionados con: el sustrato, el microorganismo, el tipo de fermentacion y la separacion y
purificacién. A continuacion se analizaran estado actual de cada uno de esos items y las
alternativas tecnoldgicas para la disminucion de los costos de produccidn e impactos
ambientales.

2.3.1. Sustratos utilizados para la produccion de biopolimeros:
Materia prima de la fermentacidn

La produccion a gran escala de PHB actualmente utiliza sustratos como glucosa, fructosa,
sacarosa, acido propidnico. Es importante evaluar fuentes de carbono mas econdmicas
teniendo en cuenta que el sustrato utilizado equivale hasta el 50% del costo total de
produccién del PHB.

Una forma de hacer competitivo tanto desde el punto de vista ambiental como
tecnolégico y econdmico es el aprovechamiento de residuos agroindustriales en la
produccion de PHA. Al evaluar esta posibilidad se estdan 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
produccién para la empresa en procesos de mitigacion, o genera altos impactos
ambientales en su disposicion final. 2. En la industria del PHB, pues se disminuyen los
costos de produccidn y se daria un valor agregado a una materia prima contaminante.

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

Desde el punto de vista ecoldgico, los residuos agroindustriales son fuentes renovables y
desde el punto de vista econdmico 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 disposicion final.
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A continuacién se expondran algunos sustratos provenientes de la agroindustria y que,
comparados con los sustratos tradicionales usados en la produccién de PHA, disminuyen
los costos de produccion y en algunos casos impactos ambientales.

Melazas

La melaza es un producto liquido espeso derivado de materiales ricos en azlcares como la
cafia de azucar y la remolacha azucarera, y en algunos casos de materiales amilaceos
como la soya. Nutricionalmente presenta un altisimo contenido en hidratos de carbono
(azucares) ademds 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 cana y remolacha generadas
en el mundo en el 2004 son de 39 y 12 millones de toneladas, respectivamente.

En Colombia el sector de aztcares y mieles obtuvo una produccion bruta USS 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 azucares en Colombia, aunque el aprovechamiento de las melazas como
subproducto de esta industria esta enfocado actualmente para la produccion de alcohol
carburante.

. . PHA Rendimientos-% .
Microorganismo Sustrato . s Referencia
producido acumulaciéon

Azotobacter Melazas de | P(3HB-co- 19-22 g polimero/I [18]

vinelandii UWD remolacha y | 3HV)
valerato 8.5-23%

Bacillus sp. JMa5 Melazas de | P(3HB) 25gPHB/I [19]
cana

Pseudomona cepacia | Melazas de | P(3HB) 70% acumulacidn [20]

G13 azucar

Rhizobium meliloti Melazas de | P(3HB) 56% [21]
remolacha

Bacillus cereus M5 Melazas de | P(3HB) 74% [22]
remolacha

Tabla 9: Microorganismos productores de PHAs a partir de melazas
Residuos de la industria lactea
La industria lactea es una parte importante del sector agroindustrial con una produccién

mundial de leche y queso alrededor de 410 y 14 millones de toneladas meétricas,
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 produccién de
queso (1130-145 millones de toneladas por afio generados en el mundo) es rico en
nutrientes fermentables tales como la lactosa (Figura 14), lipidos y proteinas solubles [23].
Su sobreproduccion y el impacto ambiental generado por su disposicion final directa en
cuerpos de agua hace de suma importancia el desarrollo de procesos fermentativos que
utilicen este subproducto como sustrato.

if" : | ':""U" F LY
g" H Y o Lactasa ?"Zl'l‘- -_u\\ﬂlﬂ N ™
| +OH,0 — "i .
M oM H (] L] H . =
oo
Lactosa + Agua = Galactosa + Glucosa

Figura 14: Principales azUcares fermentables del lactosuero.

Con una produccién bruta de USS 1.100 millones/afio, el sector lacteo 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 produccién bruta es destinada a
productos que generan valor agregado tales como leche pasteurizada, diferentes tipos de
quesos, helados y leches acidas como el Yogurt y el Kumis. La cadena lactea generd 15.000
empleos en el 2003, 2.7% del total de la industria manufacturera, y en el 2005 generd
exportaciones por un total de USS 58 millones [24].

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

56



Tiempo
. - PHB :
. . Tipo de Productivdad .

Microorganismo . s X acumulado 1y -1 Referencia

fermentacion | cultivo (gpusl h™)

(h) max (w/w)

Escherichia.  coli | Fed batch con | 52 80% 0.48 [25]
recombinante limitacion de

oxigeno

Fed batch sin | 35 55% 0.90

limitacion de

oxigeno
Thermus Feed bacth 24 35.6% - [26]
thermophilus HB8
Methylobacterium | Feed batch - 64% 1.18 [27]
sp. ZP24
Pseudomonas shaking flask - 42 % 0.18 [28]
hydrogenovora
Escherichia fed-batch con | - 87 % 4.6 [29]
coli recirculacién
GCSC4401 de celulas
Escherichia  coli | fed-batch 49 h 80% 1.408 [30]
strain GCSC
6576,
Escherichia coli fed-batch 26 h. 70% 135¢ [31]
CGSC 4401

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

Residuos Lignoceluldsicos

Los materiales lignocelulésicos representan el mayor componente de los residuos
agricolas y desechos agroindustriales y debido a las propiedades fisicas y quimicas de sus
componentes, ademas de su bajo costo y su amplia disponibilidad, los hacen sustratos de
interés para ser usados en procesos biotecnoldgicos. Por esta razén la utilizacion de
materiales lignocelulésicos ha sido investigada intensamente. La mayoria de estas
investigaciones han sido enfocadas a la produccion de alcohol, acidos orgdnicos,
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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produccién de biopolimeros. Los materiales

lignoceluldsicos

son

sometidos

a

pretratamientos para obtener una soluciéon de azucares fermentables, y suministrarlo

como sustrato a microorganismos con altos rendimientos en produccion de PHB. Algunos

microorganismos tienen la capacidad de utilizar directamente estos residuos hidrolizados

como los que se observan en la Tabla 11.

Sustrato PHB Productivdad | Referencia

Microorganismo acumulado (geusl*h™)
max (w/w)

B. sacchari |IPT | Bagazo de | 62% 0.11 [32]
101 cafa

hidrolizado
B. cepacia IPT 048 | Bagazo de | 53% 0.09 [32]

cafa

hidrolizado
B. sacchari IPT | Xilosa + | 58% 0.47 [32]
101 glucosa
B. cepacia IPT 048 | Xilosa + | 57% 0.46 [32]

glucosa
P. pseudoflava | Xilosa 27.5% 0.031 [33]
ATCC 33668
B. cepacia ATCC | Xilosa 45% 0.10g [34]
17759
Escherichia  coli | Xilosa 35.8% 0.028 [35]
TG1 (pSYL107)
E. coli r TG1 | Xilosa 64% 0.040 [35]
(pSYL107)
E. coli TG1 | Xilosa 73.9% 0.11 [35]
(pSYL107)
Ralstonia Bagazo de | 57% - [36]
eutropha cafia

hidrolizado

Tabla 11: Microorganismos productores de PHB a partir de residuos lingoceluldsicos
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Acidos Grasos

Desde el punto de metabdlico, los acidos grasos son los sustratos energéticamente
superiores a la glucosa pues su B-oxidacion completa genera mas moléculas de ATP (forma
de energia quimica) 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 produccidén total de aceites vegetales en
Ameérica Latina, es el mayor productor de la regién seguido de lejos por Ecuador (15.5%),
Costa Rica (10.0%), Brasil (8.4%) y Honduras (7.9%). Estos cinco paises participaron con
cerca del 80% de las 1.4 millones de toneladas de aceite que produjo la regién. El
consumo mundial de aceites y grasas en 2002, fue de 121 millones de toneladas, lo que
significd un crecimiento anual promedio de 3.8% en esos ultimos cinco afios. En América
Latina especificamente, el crecimiento fue de 4%. Colombia es el cuarto pais con mayor
rendimiento de aceite de palma crudo a nivel mundial (Tns./Ht) después de Costa Rica,
Papua, Nueva Guinea y Malasia y se destacd 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 sufrid un descenso de 7.5%. En la Tabla 12 se encuentra los principales
productores de aceites vegetales en Colombia [24].

Ventas U P
Participacion en el | Crecimiento
Empresa (Uss 0
. sector (%) anual
millones)
C.I. Yumbo 99.5 11.6% -7%
Grasas S.A. 94.5 11.1% 3%
C.l. 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%

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

Comparativamente, el costo de produccidon de PHB con glucosa como material prima fue
calculado en USS$3.8-4.2 /kg [23]. En términos de consumo energético el modelo de
produccidén basado en aceite de soya consume menos energia y en cuanto a emisiones,
este esquema emite menos CO, que el modelo de produccién basado en glucosa. En la
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Tabla 13 se encuentran algunos microorganismos productores de PHAs a partir de aceites
vegetales.

Rendimientos-
. . PHA .
Microorganismo Sustrato . % Referencia
producido ‘s
acumulacion

. Aceite de oliva P(3HBco- <20% [38]

Aeromonas caviae . o
insaponificado 3HHXx)

Ralstonia eutropha H16 | Aceite de soya, P(3HB) i
Ralstonia eutropha | aceite de maiz, P(3HB-co- [39]
PHB4 recombinante aceite de palma 3HHXx)

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

Glicerol

Actualmente el petrdleo y sus derivados representan el 35% de la energia total utilizada
en el mundo y cerca del 60% es empleado en el sector transporte [40]. El incremento de
los precios del petréleo y las limitadas reservas de este combustible fésil ha generado el
desarrollo de energias renovables, como lo son los combustibles liquidos. Uno de los
combustibles mas importantes es el biodiesel debido a que las emisiones generadas por
su combustion son menores que las generadas por el biodiesel derivado del petrdleo
(disminucion del 100% en dioxido de azufre, 48% en mondxido de carbono, 47% en
material particulado, y por encima del 90% en mutagenicidad [41]).

La Unidon 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
produccién de biodiesel en el 2005 fue de 3.2 millones de toneladas aproximadamente.
Estados Unidos es el segundo mayor productor. La capacidad de produccién 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 petréleo
en Colombia también se ha incrementado en los ultimos afios. Con el apoyo de gobierno
en sus politicas de estimulacion de la produccién de biocombustibles ademas 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 estan ejecutando. La demanda en el pais 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 petroquimico) equivaldria a utilizar 7.000 barriles de biodiesel/dia.
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Las empresas que actualmente estdn produciendo biodiesel En Colombia se encuentran
en la Tabla 14.

. . Area Fecha
Regidn Empresa CEEEEE) | [VEELT sembrada entrada en
g P (Ton/Afio) | (USMM) >
(ha) operacion
Norte, Oleoflores 50.000 11 11.111 Enero 2008
Codazzi
Norte, Odin Energy 36.000 12 8.000 Junio 2008
Santa Marta
Norte, Biocombustibles 100.000 17 22.222 Marzo 2009
Santa Marta Sostenibles del
Caribe
Oriental, BioD 100.000 41 22.222 Febrero 2009
Facatativa
Central, Ecodiesel de 100.000 35 22.222 Febrero 2010
B/bermeja Colombia
Norte, Clean Energy 30.000 12 7.000 Septiembre
Barranquilla 2009
Oriental, Aceites Manuelita 100.000 42 22.222 Julio 2009
San Carlos de
Guaroa, Meta
TOTAL 516.000 170 114.999 16.425

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

El biodiesel es producido por la transesterificacion de grasas animales o aceites vegetales
con un alcohol de cadena corta, reaccidn que es catalizada ya sea por un acido o una base.
El glicerol crudo es un subproducto de esta reaccidon en una relacion masica de 1/10
(glicerol/biodiesel), y estd compuesto principalmente de glicerol, acidos grasos libres,
metiléstres de dcidos grasos y algunas trazas de sales. Esta composicion depende del
aceite vegetal o grasa utilizado, el proceso de transesterificacion (de acuerdo al tipo de
catalisis utilizada) y la tecnologia de separacién y purificacion del biodiesel [44]. La
creciente industria del biodiesel ha llevado a una sobreproduccion de glicerol lo que
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provoca una disminucidn de precio en el mercado, afectando directamente a la economia
de la industria del biodiesel.

El glicerol puro es una materia prima importante usada en la industria alimenticia,
farmacéutica, cosmética, automovilistica, papelera, del cuero, textil y tabacalera [45]. Para
remover las impurezas del glicerol crudo, este es refinado por medio de procesos
tradicionales de separacién tales como filtracién, adicion de aditivos quimicos y
destilacién fraccional al vacio. El problema de estos procesos es que son costosos por el
gran consumo energético y es practicamente inviable desde el punto de vista econdmico
para empresas de pequefia y mediana escala. De esta forma es necesario desarrollar
biorefinerias basadas en el glicerol crudo para obtener productos de valor agregado, y es
por esto que el uso del glicerol como sustrato para procesos microbioldgicos se hace cada
vez mas interesante. Dada la naturaleza reducida de las cadenas de carbono del glicerol,
este puede ser usado como fuente de carbono en procesos microbioldgicos sustituyendo
el azucar normalmente usado. En la Figura 15 se puede observar las rutas metabdlicas
para llegar a Acetil-CoA, el cual es un intermediario indispensable en la formacién 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).

Fuente de Maxima Rendimiento | Ref.
.. % de PHB
) ) carbony acumulacién de o -
Microorganismo s PHB (g/1) (Peso celular (gpHe/1*h)
seco)
Cupriavidus necator | PG/(NH,),SO, - 70 - [45]
JPM134
GRP/(NH,),SO, - 48 -
Cupriavidus necator | PG/(NH,),SO, 51.2 62 1.51 [46]
DSM 545
38.1 50 1.1
Organismo GRP/YE 16.2 49.6 0.05 [47]
osmofilico
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Metilobacterium PG/CH 11 50 0.23 [48]

rhodesianum

MB 126
Ralstonia eutropha PG/CP 9.7 42 0.210 [48]
DMS 11348
PG/CA 17.6 65 0.39
Escherichia coli PG 18.8 51 0.18 [49]
CT1061
(microaireacion)
Escherichia coli | PG como Unica - 60 - [50]
(ATCC:PTA-1579) fuente de
carbono, y
extracto de
levadura y
peptona como
fuente de
nitrégeno .

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

2.3.2. Fermentacion

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

El primer grupo requiere para la sintesis de PHA la limitacién de un nutriente esencial tal
como nitrégeno, fésforo, magnesio o azufre, y un exceso de carbono. Entre las bacterias
gue se incluyen en este grupo estan: Alcaligenes eutrophus, Protomonas extorquens, y
Protomonas oleovorans.

El segundo grupo (en el que estdn microorganismos como el Alcaligenes latus, un
mutante de Azotobacter vinelandii y E. coli recombinante) no requieren limitacién de
nutriente para la sintesis de PHA y pueden acumular polimero durante el crecimiento.
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La fermentacion se puede llevar a cabo en lotes, en lotes alimentados y en continuo. A
continuacion se especifican las caracteristicas de cada tipo de fermentacién utilizando el
primer grupo de microorganismos:

Produccion en lotes: es normalmente inducida por una alimentacion limitada de algun
nutriente, generalmente nitrégeno, y un exceso en la fuente de carbono desde el
comienzo de la fermentacion 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 mas eficiente de llevar a cabo la fermentacion.

Produccion en lotes alimentados: es el método mas usado para alcanzar una alta densidad
celular e inducir en determinado tiempo la limitacién de nutrientes [53], asi la etapa de
crecimiento se puede controlar y en el momento de alcanzar altas densidades celulares se
induce la limitacion de nutrientes. Durante la fase de limitacion de nutrientes la
concentracion 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
acumulacién de PHA en el citoplasma del microorganismo [51].

Produccion 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 mas
comparado con una sola etapa [54].

El rendimiento de la fermentacion se ve afectado por la temperatura, pH, radio de
alimentacién de carbono/nitrégeno, la concentracién de sustratos, la concentracion de
elementos trazas, la concentracién de iones, la intensidad de agitacion y el oxigeno
disuelto. De acuerdo a cada microorganismo, las condiciones de fermentacion se pueden
optimizar con miras a aumentar el rendimiento de conversiéon de sustrato a PHA y
disminuir tanto los tiempos de operacidn, como los costos inherentes a ellos.

Los costos inherentes a la etapa de fermentacion se deben principalmente a la aireacion y
temperatura de operacidon. Para disminuir estos costos los trabajos se enfocan
principalmente en la mejora de los rendimientos de los microorganismos, y en la
disminucién de requerimientos de calor y aireacién. Un ejemplo de esto es la busqueda de
microorganismos anaerobios o microanaerobios que sean productores de PHB que tengan
rendimientos viables para un escalado a nivel industrial. La modificacién genética también
es una alternativa para disminuir la dependencia al oxigeno, de tal forma que
microorganismos que son aerobios se vuelvan microaerobios, es decir que necesiten
pequefias cantidades de oxigeno para sus procesos metabdlicos.
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2.3.3. Proceso de separacion

Después de la fermentacion, el siguiente paso es el aislamiento y purificacion del PHB. En
este nivel, el PHB es extraido del citoplasma celular y para ello la membrana celular es
destruida y el PHB es disuelto en solventes. Es asi como el PHB queda separado de la
biomasa residual.

El proceso de separacidn se puede dividir en tres partes [55]: Pretratamiento, extraccién y
purificacién.

El pretratamiento se realiza para debilitar la membrana celular y asi realizar la disrupcion
celular de una forma mas facil. Este pretratamiento se puede dar con: calor, alcalis, sales,
o por congelamiento.

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

- Extraccion con solventes:

La extraccion de PHA con solventes es el método mas antiguo. La accidon 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 ciclicos (cabonato de propileno y etileno), solventes halogenados (cloroetanos
y cloropropanos), solventes no halogenados, alcoholes, ésteres, amidas y ketonas, entre
otros [28]. Este tipo de extraccion a pesar de su eficiencia en cuanto a la pureza del PHA
obtenido, requiere grandes cantidades de solvente por gramos de PHA extraido. Ademas
las repercusiones ambientales y en la salud humana que conllevan su uso hacen que sea
necesario combinarlo o sustituirlo por otros métodos de extraccion que tengan un mejor
rendimiento y sobre todo disminuyan los impactos ambientales.

- Digestion:

La digestion puede ser quimica o enzimatica. La digestion quimica consiste en el uso de
diferentes agentes quimicos para destruir componentes de la membrana celular como
lipidos, carbohidratos, proteinas y enzimas. De acuerdo con el agente quimico usado la
digestiéon puede ser con biosurfactantes, hipoclorito de sodio, hipoclorito de sodio y
cloroformo, surfactante hipoclorito, surfactante-kelatos. La digestion enzimatica consiste
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Método de . . Rendimientos (%
. Ventajas Desventajas
extraccion peso)
Eliminacion de U g vent
o) e solventes . o/.
Extraccion con | endotoxinas/  alta Pureza: 99.5%;
vent No d q halogenados
solvente ureza/No degrada y;
P ) g peligrosos/Costoso Recuperacion> 90%
el polimero
Tratamiento de Baja pureza/Se (.Jlebe
Digestién con | altas densidades tratar el agua residual
producida Pureza >95%
surfactantes celulares. No

degrada el polimero

Pureza: 99%;

. » Degradacién del
Digestidn con NaOCl | Alta pureza ”
polimero
. » Necesita altas
Digestién con NaOC| .
Alta pureza cantidades de | Pureza: >97%
y cloroformo
solvente
Digestiéon con NaOC| | Bajos costos de Surfactante-EDTA
y surfactantes operacion Pureza: 98%;
. » .| Produce grandes
Digestidn con kelatos | Alta pureza/baja ,
L volimenes de agua | Pureza: 98.7%
y surfactantes contaminacion .
residual
. 0,
. » Lo » Alto costas de las Pureza: 52.6%
Digestion enzimatica | Buena recuperacién .
enzimas
Disrupcién por o Requiere muchas
. No usa quimicos -
molienda etapas
Extraccion con CO, | Bajo costo/baja . o ..
» . Bajos rendimientos Recuperacion: 89%
Supercritico toxicidad
Liberacion No necesita Baja recuperacion o
, L. Rendimiento: 80%
espontanea quimicos

Tabla 16: Procesos de extraccion de PHB de la biomasa celular residual (Adaptado de Jacquel et al

(55])

67



en el uso de enzimas para degradar la membrana celular. Diferentes enzimas proteoliticas
tienen altas selectividades en disoluciones de proteinas y pocos efectos sobre la
degradacion del PHA. La digestion enzimatica puede ser complementada por otros
métodos de extraccion como el de solventes y también por pretratamientos de la
biomasa.

Disrupcion mecanica:

La disrupcion celular mecanica es ampliamente usada en la recuperacion intracelular de
proteinas. Esta puede ser de diferentes tipos, tales como: disrupcién con molino de bolas,
Homogenizacion a alta presion, disrupcidn con ultrasonido, centrifugacion y tratamientos
guimicos.

Extraccion con fluidos supercriticos:

Los fluidos supercriticos tienen unas propiedades muy atractivas: alta densidad y baja
viscosidad, haciéndolos muy interesantes en procesos de extraccién. El CO, es el fluido
mas usado para este propdsito debido a que este tiene baja toxicidad y reactividad,
temperatura y presion critica moderada, disponibilidad, bajo costo y no inflamable. El
rendimiento de la extraccidn con CO, supercritico es muy parecido al rendimiento
obtenido por otros métodos. Este tipo de extraccion puede ser combinado con
pretratamientos con NaOH o sales, con el fin de obtener una mayor disrupcién celular.

Uso de fragilidad en la membrana celular:

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

Liberacion espontdnea

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

El polihidroxibutirato (PHB), termoplastico de la familia de los polihidroxialcanoatos (PHA),
es biodegradable, biocompatible, no tdxico, se obtiene a partir de fuentes renovables,
propiedades que lo hace un atractivo sustituto de plasticos sintéticos como el polietileno y
el polipropileno. Sus aplicaciones estan enfocadas en un inicio en el campo de empaques y
biomédica principalmente. Puede ser producido in vivo mediante la fermentacién
microbiana de diferentes sustratos. Mas de 100 especies de microorganismos diferentes
sintetizan y almacenan PHAs en su citoplasma como carbono de reserva y esta
acumulacién puede llegar a representar mas del 90% del peso seco celular. En general, la
producciéon 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 restriccion de otro nutriente como
nitrégeno, fosforo u oxigeno.

A pesar de que se esta produciendo PHB desde 1950, los costos de produccion son altos e
impiden que sean competitivos frente a los plasticos sintéticos. Los costos de produccion
dependen del tipo de sustrato, el microorganismo utilizado (ya que determina la
productividad), el tipo de separacion y purificacion utilizado. Los sustratos convencionales
utilizados para la produccion de PHB son glucosa, fructosa, sacarosa, acido propionico,
azucares de maiz, entre otros, los cuales son costosos en una escala industrial lo que hace
gue el costo por materia prima pueda representar hasta el 50% de los costos totales de
produccién del PHB.

Por otra parte, los impactos ambientales generados por la produccion de PHAs se
focalizan en los requerimientos de energia y en la produccién de gases de efecto
invernadero como el CO,. Los requerimientos energéticos en la produccion de PHAs
pueden ser hasta tres veces mayor que los requerimientos de polimeros sintéticos, y en
este sentido los PHAs no ofrecen una reduccion en la emisiéon de impactos. En donde se
logra una fuerte disminucién del impacto ambiental es en la disposicion final de los
productos, compardndolo con los plasticos sintéticos.

En este punto nos enfrentamos a dos grandes problemas: el primero, el generado por los
plasticos sintéticos especialmente en su dependencia con el petrdleo y su disposicidn
final. El segundo, el que presenta el polihidroxibutirato en cuanto a sus costos de
produccién e impactos ambientales cuando se utilizan sustratos convencionales. Una
forma de disminuir los costos de produccién es la busqueda de sustratos mas econémicos
y es asi como los residuos agroindustriales se vuelven en una alternativa interesante por
su disponibilidad y bajos precios. En el contexto colombiano toma aun mas relevancia,
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siendo este sector el mas importante de la industria manufacturera. En el mundo se han
realizado estudios sobre el aprovechamiento de residuos de la industria lactea, azucarera,
amilacea, 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 linea de investigacion del grupo de Proceso Quimicos, Cataliticos y
Biotecnoldgicos de la Universidad Nacional de Colombia Sede Manizales, el cual esta
desarrollando una infraestructura tecnoldgica en la produccidon de biodiesel a partir de
diferentes aceites vegetales. Es asi como se genera una alternativa tecnoldgica para el
aprovechamiento del glicerol como residuo agroindustrial, ya que debido al crecimiento
de este sector en el mundo, la sobreproduccién de glicerol se esta convirtiendo en un
problema ambiental por la disminucién de sus precios de comercializaciéon y altos costos
en los tratamientos para su disposicidn final. Ademas las proyecciones de produccién de
biodiesel en Colombia hacen ver que este sector esté en un crecimiento constante.
Actualmente se tiene una capacidad de produccion de 516.000 ton/afio, lo que equivale a
una produccidn de glicerol crudo de 51600 ton/afio, materia prima econdmica disponible
para a produccion de PHB propuesta.
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Capitulo 3: Experimentacion

Introduccion

Este capitulo contiene el disefio experimental y resultados obtenidos en el estudio de la
produccion de PHB por fermentacion microbiana. Para ello se utilizaron dos
microorganismos diferentes: Cupriavidus necdtor 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 Bahia Blanca
Argentina). Ambos microorganismos tienen la habilidad de producir PHB ante ciertas
condiciones de concentracién de nutrientes segun reportes encontrados en la literatura.

3.1. Generalidades

La metodologia general desarrollada en esta fase experimental se puede observar en la
Figura 16. Se puede dividir en las siguientes etapas: Activacion y conservacion del
microorganismo, adaptacion del microorganismo al residuo agroindustrial, fermentacion,
separacion, cuantificacion y caracterizacion del producto final.
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Figura 16: Metodologia etapa experimental

3.1.1. Activacidn y conservacion del microorganismo

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

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

Conservaciona Métodos alternativos J Métodos restringidos J
largo plazo

| | | | Desecacion en: papel
Transferencia J Suspensién en J filtro - suelos — balitas

Congelacion J Liofilizacian J Berdia e o de alginato — sal gorda

Figura 17: Formas de conservacién de microorganismos

En este proyecto los microorganismos se conservaron de dos formas: para una
conservacioén a largo plazo se empled la crioconservacién a -80°C (utilizando glicerol como
agente criogénico en una mezcla de células crecidas en medio de cultivo liquido y glicerol
con una proporcion de 30-70% v/v, respectivamente) y para mantener al microorganismo
activo se emplearon medios de cultivo tanto sélidos como liquidos. Los medios de cultivo
liquidos fueron caldo nutritivo y un medio formulado cuya composicion se expondra mas
adelante. Los medios de cultivo sdlidos utilizados fueron agar nutritivo y un agar
formulado con los mismos nutrientes del medio liquido formulado mas un agente
solidificante que fue agar-agar.

3.1.2. Adaptacion del microorganismo al residuo agroindustrial

Durante la fase de activacidn, el microorganismo tiene su fuente de carbono convencional
(es decir carbohidratos como glucosa y otros azucares asimilables) que estan contenidos
en los medios de cultivo comerciales. El propdsito de este proyecto es evaluar la
produccion 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 adaptacién obtenida, se conservaron los microorganismos
adaptados en un agar formulado. Como se menciond 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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usé 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. Fermentacion

Una vez se tuvo adaptado el microorganismo a la nueva fuente de carbono, se realizaron
estudios de fermentacion a una escala mayor (1 litro o mas) en un bioreactor con control
de Temperatura, agitacion y aireacion. La Figura 18 es una fotografia 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 fermentacion, rendimientos de
produccién de PHB y determinar las variables que influyen en el desempeno del
microorganismo. Para ello se hace seguimiento de las siguientes variables:

Biomasa:

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

PHB:

El PHB se identificd y cuantificd por cromatografia de gases, basados en el método de
Braugmer [1]. Esta metodologia estd dividida en dos partes: la primera consiste en la
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transesterificaciéon por via metandlisis acida del dacido butirico, y la segunda, la
identificacion del metil ester del acido butirico en el cromatdgrafo (Anexo A).

Nitrogeno:
Para medir nitrégeno amoniacal se utilizo el método Kjeldahl por destilacién [2].

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

3.1.4. Separacion

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

3.1.5. Caracterizacion del PHB

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

3.2. FERMENTACIONES REALIZADAS PARA LA
PRODUCCION DE PHB

Para el estudio de la produccion de PHB por fermentacion microbiana se utilizaron dos
microorganismos diferentes: Cupriavidus necdtor NCIMB 11842 (microorganismo de
referencia de la ATCC) y el Bacilus megaterium (un microorganismo nativo aislado de los
estuarios de Bahia Blanca Argentina). Ninguno de los microorganismos es modificado
genéticamente y ambos tienen la habilidad de producir PHB ante ciertas condiciones de
concentracidn de nutrientes segun reportes encontrados en la literatura.
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3.2.1. Produccion de polihidroxibutirato con el
microorganismo C. necator NCIMB11842

3.2.1.1. Activacion del C. necdator NCIMB 11842

Cupriavidus necdtor NCIMB 11842 estaba almacenado en estado liofilizado. La activacién
se realizé en caldo nutritivo a 26-27°C durante 24 horas. Luego se hizo una siembra por
agotamiento en agar nutritivo y se incubd hasta que el microorganismo alcanzara un
crecimiento prudencial. Posteriormente se conservd el microorganismo activo mediante
refrigeracion a 4°C.

3.2.1.2. Adaptacion del C. necdtor NCIMB 11842 al glicerol como unica fuente de
carbono

Con el fin de adaptar al C. necdtor al glicerol como unica fuente de carbono, la primera
fase consistio en evaluar la tolerancia que tenia el microorganismo al glicerol. Para ello se
tomo una colonia del agar nutritivo y se hizo un pase por agotamiento a un agar nutritivo
que contenia 20g/| de glicerol. Se dejo crecer en la incubadora a 27°C, durante dos dias. El
crecimiento en este agar demostro la tolerancia al glicerol del microorganismo. El paso a
seguir fue proporcionarle glicerol como uUnica fuente de carbono. Para ello se utilizé 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 MgSO, 7H,0 se autoclavan por separado, y luego se agrega al medio en
momentos antes de inocular.

En una primera evaluacion del rendimiento en produccién 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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FORMULA

REACTIVO QUIMICA CANTIDAD g/I
Sulfato de amonio (NH,),S0, 1
Fosfato diacido de potasio KH,PO, 1,5
Fosfato acido de sodio Na,HPO, 9
Sulfato de magnesio heptahidratado MgSO, - 7H,0 0,2
Solucion elementos trazas 1 ml
Sulfato de hierro heptahidratado FeSO,- 7H,0 10
Sulfato de zinc ZnS0O, - 7H,0 2,25
Sulfato de cobre CuSO,: 5 H,0 1
Sulfato de manganeso tetrahidratado MnSO, - 4H,0 0,5
Cloruro de calcio dihidratado CaCl,- 2H,0 2
Acido bodrico HsBO, 0,23
Molibdato de amonio (NH4),M07024 0,2
Acido clorhidrico 35% HCl 10ml

Tabla 17: Composicién del medio formulado

09 -
08 -
0,7 -

Absorbancia

06
05 -
04
03 -
o1 - I I
01 -
, .
10 20 30 40 50 60

Concentraciones iniciales de glicerol (g/1)

Figura 19:Medida de la absorbancia a 600nm con diferentes concentraciones iniciales de sustrato

después de 96 horas de incubacion a 27°C.
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El microorganismo crecié en todas las concentraciones de glicerol. A pesar de tener un
largo tiempo de adaptacion, logrd utilizar el glicerol como unica fuente de carbono
después de 96 horas. Las concentraciones de glicerol en las que tuvo mejor desempefio
(en cuanto a produccién de biomasa) fueron las de 50 y 60 g/I.

FERMENTACION [: Evaluaciéon de la productividad de PHB del C. necator utilizando
concentracion inicial glicerol de 20g/l a una temperatura de 33°C

Preindculo.

El preindculo se sembrd 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 incubacion, se centrifugaron los
medios durante 15 min a 6000rpm. Se realizaron dos lavados con medio formulado. Se
dispersé la biomasa en medio formulado y se inoculé.

Condiciones de fermentacion.

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

RESULTADOS

Biomasa:

En la Figura 20 se puede observar las fases tipicas 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 ahi en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentacion total
fue de 140 horas con una concentracion final de biomasa de 9.42g/I.
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Figura 20: Absorbancia a 600nm vs tiempo de la fermentacién con C. necdtor en medio con 20 g/I

Produccion de PHB

de glicerol a 30°C durante 140 horas.

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

Peso seco (g/l)

L 2

»

>+
20

*
a0

+ Biomasa total

+ PHE

* e s 200 - *

60 80 100 120 140 160

Tiempo (horas)

Figura 21: Correlacion entre la Biomasa total medida y el PHB en g/| (peso seco), con respecto al
tiempo de la fermentacién con C. necdtor en medio con 20 g/l de glicerol a 30°C durante 146 horas.
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pH: La variacién del pH durante el tiempo de fermentacién se puede observar en la Figura

22. Como se aprecia en la grafica la variacion total del pH fue de 7.5 a 6.28.

pH
S = N W sV O N

20 40

LR R =

60 80

Tiempo

00.

120

00.

*

160

Figura 22: Variacién del pH durante el tiempo de fermentacién con C. necdtor en medio con 20 g/l

de glicerol a 30°C durante 140 horas.

Los datos de la FERMENTACION | del C. necdtor NCIMB 11842 con una concentracion
inicial de glicerol de 20 g/I, se encuentran en la Tabla 18.

TIEMPO | Absorbancia | Biomasa Peso | PHB peso H
(horas) (600nm) medido (g/1) | seco (g/l) P
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 fermentacion con C. necdtor a una concentracién inicial de glicerol de 20g/I
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FERMENTACION II: Evaluacién de la productividad de PHB del C. necator NCIMB 11842
utilizando concentracion inicial glicerol de 50g/1 a una temperatura de 33°C

Preinoculo

El preindculo se sembrd en caldo nutritivo al 50% y 50 g/I de glicerol, en dos erlenmeyers
de 500ml con 50ml de medio. Después de 24 horas de incubacion, se centrifugaron los
medios durante 15 min a 6000rpm. Se realizaron dos lavados con medio formulado. Se
disperso la biomasa en medio formulado y se inoculé.

Condiciones de fermentacion

La fermentacidn se llevé 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 controld 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 tipicas 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 ahi en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentacién
total fue de 146 horas con una concentracidn final de biomasa de 15.6g/I.

15

Absorbancia (600nm)

0 20 40 60 80 100 120 140 160

Tilempe [h)

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

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

Peso (g/)

* *BIOMASATOTAL

*PHE

Tiempe (h)

Figura 24: Correlacion entre la Biomasa total medida y el PHB producido en g/l de peso seco, con
respecto al tiempo de la fermentacidn con C. necdtor en medio con 50 g/I de glicerol a 30°C durante
146 horas.

pH:

La variacidén del pH durante el tiempo de fermentacidn se puede observar en la Figura 25.
Como se aprecia en la grafica la variacion total del pH fue de 7.5 a 6.28.

Tiempo

Figura 25: Variacion del pH durante el tiempo en la fermentacion con C. necdtor en medio con 50
g/l de glicerol a 30°C durante 146 horas.
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Los datos de esta fermentacidon estan en la Tabla 19.

TIEMPO |Absorbancia | Biomasa Peso | PHB peso

(horas) (600nm) medido (g/l) |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 fermentacion con C. necator a una concentracion inicial de glicerol de 50g/I

Analisis 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 Concentracion inicial de glicerol
20g/1 50qg/1
Fase de latencia 0-69 horas 0-31 horas
Fase exponencial 69-130 horas 31-81 horas
Fase estacionaria 130 horas en | 81 horas en
adelante adelante
Produccion biomasa 9,4 g/l 15.6 g/|
Produccién de PHB 4.55 g/l 8.73 g/l
% acumulacién célula peso seco | 45.32% 55.99%
Tiempo de fermentacidn 140 horas 146 horas
Productividad de PHB (g/I*h) 0.0682 0.1068

glicerol).

Tabla 20: : Comparacidn de las fermentaciones con C. necator. (20g/l y 50g/I son las concentraciones iniciales de
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La concentracion inicial de glicerol influye en la produccién de biomasa y por ende en la
produccion de PHB en el C. necator: a una concentracion inicial de glicerol de 20g/| 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 /I*h. A una
concentracion inicial de glicerol de 50g/| 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/I*h.

2.4. 3.2.2. Produccion de polihidroxibutirato con
Bacillus megaterium

3.2.2.1. Activacion del B. megaterium

El Bacillus megaterium fue aislado de un sedimento marino proveniente del estuario de
Bahia Blanca en Argentina y traido en un agar nutritivo inclinado. Se sembrd en caldo
nutritivo para activarlo y se conservod en agar nutritivo.

3.2.2.2. Adaptacion del B. megaterium al glicerol como unica fuente de carbono

Con el fin de adaptar al B. megaterium al glicerol como unica fuente de carbono, la
primera fase consistid en evaluar la tolerancia que tenia el microorganismo este nuevo
sustrato. Para ello se realizaron fermentaciones con caldo nutritivo 50% vy glicerol 20g/I. Al
observar que el microorganismo toleraba estas concentraciones de glicerol, se procedio a
realizar pruebas con medio formulado y con glicerol como unica fuente de carbono. Una
vez adaptado el microorganismo en medio liquido, se almacend en agar formulado con
glicerol como Unica fuente de carbono. El medio formulado es el mismo que el utilizado
para el C. necdtor (Tabla 17).

La siguiente prueba consistio en evaluar el comportamiento del microorganismo en
cuanto a produccion de Biomasa total a partir de varias concentraciones iniciales de
glicerol (20, 40, 50, 60 g/I) 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 crecié en todas las concentraciones de glicerol. Presentd un tiempo
corto de crecimiento, ya que después de 36 h la absorbancia alcanzd valores altos
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comparados con los del C. necdtor para el cual la mdxima absorbancia alcanzada fue de
0.94 después de 96 horas. En la Figura 26 se muestra un esquema de los resultados.

14 4
1,2 4
0.8 1
0.6 -
04 -
0,2 1

0 -

20 40 50 60

Concentracion glicerol (g/1)

Absorbancia 600nm)

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

3.2.2.3. FERMENTACIONES REALIZADAS CON EL Bacillus megaterium

FERMENTACION I: Evaluacién de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando glucosa con concentracion inicial de 20g/I.

En la literatura se encuentran reportes de varias clases de Bacillus como productores de
PHB a partir de azlcares [4][5][6], entre ellos el Bacillus megaterium [7]. Para evaluar la
productividad de PHB del Bacillus megaterium nativo con el que se trabajé primero se
realizdé una fermentacion con glucosa. Para ello se utilizé un medio de cultivo formulado
que tiene las siguientes composiciones: glucosa, 20 g/l; NHsNOs3 1 g/l; K;HPO,,, 2.5 g/l ;
MgS0O,4 7 H,0 2.5 g/l; KH,PO4, 2.5 g/l; NaCl, 2.5 g/l; FeSO,4 7 H,0, 0.5g/l; MnSO4 4 H,0,
0.05 g/I. El preinéculo 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 inoculd en 1,6 litros de
medio formulado en un bioreactor de 3,5 (BIOENGINEERING). La glucosa fue esterilizada
aparte de los demas medios en una solucién 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 fermentacién cuyo tiempo total de
fermentacion fue de 36 horas. En la Figura 27 se presentan los datos de concentracidn de
Biomasa (peso seco), PHB (peso seco) y glucosa durante todo el tiempo de fermentacion.
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.

Concentracion (g/l)
*

3 + Biomasa peso seco
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PHB
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* »
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Figura 27: Datos de concentracion de glucosa, biomasa (peso seco) y PHB (peso seco) durante la
fermentacién del B. megaterium con 20g/| de glucosa a 33°C durante 36 horas.

La Figura 28 muestra los datos de concentracion de nitrogeno amoniacal durante las 36
horas de fermentacién. Se puede observar que la concentracidon de nitrégeno decrece
rapidamente entre las 5 y 10 horas. A partir de las 10 horas, al presentarse bajas
concentraciones de nitréogeno, se comienza la produccion de PHB como se puede ver en la
Figura 28.

Nitrégeno Amoniacal ppm
&

0 5 10 15 20 5 30 35 40
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Figura 28: Concentracién de Nitrégeno Amoniacal de la fermentacién con B. megaterium en un
medio con concentracion inicial de glucosa de 20g/l, a 33°C durante 36 horas
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De esta fermentacion se obtuvieron los siguientes resultados: produccidon de biomasa en
peso seco 5.08g/l, produccién de PHB: 2.83 g/l lo que representa un 55.7% de la biomasa
total. La productividad de PHB es de 0.0786g/I*h y en términos de productividad por
gramo de glucosa es de 3.64 g de glucosa por gramo de PHB producido.

FERMENTACION I1I: Evaluacién de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentracién inicial de glicerol de 20g/l a una temperatura de 33°C

Preindculo.

El preinéculo 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 fermentacion.

La fermentacion se llevd a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=332C, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controld pH.

RESULTADOS

Biomasa: En la Figura 29 se puede observar las fases tipicas 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 ahi en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de
fermentacion total fue de 45 horas y alcanzando una concentracion de biomasa de 5.7g/I.

25

Absorbancia 600nm
L

o 5 10 15 0 25 20 a5 40 a5 50

Tiempe (horas)

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

La Figura 30 se muestra la grafica PHB vs tiempo. En esta se puede observar que a partir
de la hora 9 se da inicio a la formacién de PHB, alcanzando una concentracion de PHB a las
46 horas de 3.24 g/, representando un porcentaje de acumulacion de peso seco en la
célula del 62,3%. La produccién de PHB se presenta a partir de las 10 horas, donde se
supone que disminuye la concentracién de nitrégeno.
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Figura 30: Correlacion entre la Biomasa total medida y el PHB en g/I de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentacién del B. megaterium en medio con 20 g/l de glicerol a 33°C durante 46
horas

pH: La variacion del pH durante el tiempo de fermentacion se puede observar en la Figura
31. Como se aprecia en la grafica la variacion total del pH fue de 7.5 a 4.9.
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Figura 31: Variacion del pH durante el tiempo en la fermentacion 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 fermentacién del B. megaterium en medio con 20g/l glicerol a una
temperatura de 33°C estan en la Tabla 21.

TIEMPO Biomasa Peso Ab:()):)banaa PHB peso H

(horas) medido (g/1) AT, seco (g/l) P
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 fermentacion B. megaterium 20 g/l de glicerol a 33°C

FERMENTACION IlI: Evaluaciéon de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentracion inicial de glicerol de 50g/l a una temperatura de 30°C

Preinoculo.

El preindculo 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 fermentacion.

La fermentacion se llevd a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5I. Las condiciones
fueron las siguientes: T=30°C, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controlé pH.

RESULTADOS
Biomasa:

En la Figura 32 se puede observar las fases tipicas 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 grafica de Absorbancia vs tiempo (Figura 34) se observa un aparente
crecimiento exponencial hasta las 16 horas de fermentacién, observando la Figura 35 la
fase exponencial se extiende hasta las 32 horas. De ahi en adelante se registra una fase
estacionaria. El tiempo de fermentacidn total fue de 37 horas alcanzando una produccion
de biomasa de 9.3g/I.
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Figura 32: Absorbancia vs tiempo, de la fermentacién del B. megaterium en medio con 50 g/| de
glicerol a 30°C durante 37 horas

Produccion de PHB: lLa Figura 33 se muestra la grafica PHB vs tiempo. En esta se puede
observar que entre las horas 12 y 14 se da inicio a la formacién de PHB, alcanzando una
concentracién maxima de PHB a las 32 horas con 2.356 g/|, representando un porcentaje

de acumulacion de peso seco en la célula del 30.2%. El tiempo total de fermentacion fue
de 37 horas.
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Figura 33: Correlacion entre la Biomasa total medida y el PHB en g/I de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentacién del B. megaterium en medio con 50 g/l de glicerol a 30°C durante 37
horas.
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pH: La variacién del pH durante el tiempo de fermentacién se puede observar en la Figura
34. Como se aprecia en la gréfica la variacién total del pH fue de 7.1 a 4.93.
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Figura 34: Variacidn del pH durante el tiempo en la fermentacion del B. megaterium en medio con 50 g/l de
glicerol a 30°C durante 37 horas.

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

TIEMPO | Biomasa Peso AR EEE PHB peso

(horas) | medido (g/l) (600nm) 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 fermentacién con B. megaterium en un medio con 50g/I glicerol a una temperatura de 30°C.
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FERMENTACION IV: Evaluaciéon de la productividad de PHB del Bacillus megaterium
utilizando concentracion inicial de glicerol de 20g/l a una temperatura de 30°C

Preinoculo.

El preindculo 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 fermentacion.

La fermentacion se llevd a cabo en un bioreactor BIOENGINEERING 3,5l. Las condiciones
fueron las siguientes: T=302C, 300 rpm, P=1,3 bar, flujo de aire=75. No se controlé pH.

RESULTADOS
Biomasa:

En la Figura 35 se puede observar las fases tipicas 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 absorbanciay en la de
peso seco. El crecimiento exponencial se observa a partir de la hora 4 hasta la hora 18. De
ahi en adelante se registra una fase estacionaria. El tiempo de fermentacién total fue de
45 horas alcanzando una produccién de biomasa de 4,7g/I.

Absorbancia (600nm)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
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Figura 35: Absorbancia vs tiempo de la fermentacidn del B. megaterium en medio con 20 g/l de
glicerol a 30°C durante 45 horas
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Produccion de PHB:

La Figura 36 se muestra la grafica PHB vs tiempo. En esta se puede observar que entre las
horas 12 y 14 se da inicio a la formacién de PHB, alcanzando una concentracion maxima
de PHB a las 45 horas con 1.73 g/, representando un porcentaje de acumulacién de peso
seco en la célula del 37.2%.
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Figura 36: Correlacion entre la Biomasa total medida y el PHB en g/I de peso seco, con respecto al
tiempo de la fermentacion del B. megaterium en medio con 20 g/l de glicerol a 30°C durante 45
horas

PH:

La variacion del pH durante el tiempo de fermentacion se puede observar en la Figura 37.
Como se aprecia en la grafica la variacion total del pH fue de 7.1 a 4.86.
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Figura 37: Variacion del pH durante el tiempo en la fermentacion del B. megaterium en medio con
20 g/| de glicerol a 30°C.
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Los datos de la fermentacién del B. megaterium en medio con 20g/l glicerol a una
temperatura de 30°C estan en la Tabla 23.

TIEMPO | Biomasa Peso AECTLEICE PHB peso

(horas) | medido (g/l) (600nm) 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 fermentacion B. megaterium 20 g/l de glicerol a 30°C

Analisis 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 produccion 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/I*h y a partir de glicerol fue
de 0.0771 g de PHB/I*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 produccién
de PHB.

Influencia de la concentracion inicial de glicerol en la producciéon de PHB con el B.
megaterium:

Como se puede observar en la Tabla 26 |la productividad de PHB con concentracion inicial
de glicerol de 50 g/l fue de 0.07365 g de PHB/h*I, y la productividad obtenida con una
concentracion inicial de glicerol de 20 g/l que fue de 0.0248 g de PHB/I*h, por lo tanto a
mayor concentracion 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/1), a temperaturas diferentes para evaluar la influencia de esta variable. La
productividad a 33°C fue de 0.0771 g de PHB/I*h, y la productividad a 30°C fue de
0.0248g/1*h. Esto demuestra que la temperatura de operacion debe ser a 33°C para

obtener una mayor producitividad.

GLUCOSA GLICEROL
Variable
20g/I-T=33°C | 20g/I-T=33°C | 50g/I-T=30°C | 20g/I-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
) ] 30 27 32 18
estacionaria
Produccion biomasa peso
P 5.08g/I 5.7g/ 7.8 g/l 4.7 g/
seco
Produccion de PHB peso
P 2.83 g/l 3.4g/l 2.356 g/I 1.116g/I
seco
% acumulacion de PHB
. 55.7% 62.3% 30.2%. 23.74%.
en la célula peso seco
Tiempo total de
P L. 36 horas 42 horas 32 horas 45 horas
fermentacion
Productividad de PHB
(&/1*h) 0.0786 0.0771 0.07365 0.0248

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

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

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

productividad de 0.07365 g de PHB/I*h, en 32 horas con una concentracion de glicerol de

50 g/I.
Glicerol 20g/I,-T=30°C Glicerol 50g/I,-T=30°C
Variable
C. necator | B. megateruim | C. necator | B.megaterium
Fase de latencia 0-69 horas 0-4 horas 0-31 horas 0-4 horas
. 69-130 31-81
Fase exponencial 4-18 horas 4-32 horas
horas horas
] 130 horas 81 horas
Comienzo fase
. . en 18 en 32
estacionaria
adelante adelante
Hora de inicio de
.. 116 10 54 12
produccién de PHB
Periodo de produccién
24 33 92 37
de PHB (horas)
Produccion biomasa
9,4 g/l 4.7 g/ 15.6 g/| 7.8 g/l
peso seco
Produccién de PHB peso
P 4.55 g/l 1.116g/I 8.73 g/l 2.356 g/l
seco
% acumulacion de PHB
i 45.32% 23.74%. 55.99% 30.2%.
en la célula peso seco
Tiempo de fermentacion | 140 horas 45 horas 146 horas 32 horas
Productividad de PHB
(&/1*h) 0.0682 0.0248 0.1068 0.07365

Tabla 25: Comparacion de las fermentaciones con C. necdtor y B. megaterium.
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CONCLUSIONES

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

Al ser el glicerol un sustrato no convencional, los dos microorganismos se sometieron a un
proceso de adaptacion para que utilizaran el glicerol como Unica fuente de carbono. Luego
se estudio la influencia de pardmetros (como son el pH, la temperatura, la concentracién
inicial de glicerol ) que afectan la productividad de PHB en el microorganismo.

El C. necdtor no se vié afectado por el pH, pues la variacién en todo el tiempo de
fermentacion (en promedio 145 horas) fue de 1 unidad aproximadamente. En el B.
megaterium se observd un mayor cambio del pH, pues la variacion en 40 horas de
fermentacion en promedio fue de 2 unidades. El B. megaterium es una bacteria Gram
Positiva cuya principal caracteristica es la esporulacion: ante condiciones adversas o de
estrés, el microorganismo esporula como un mecanismo de defensa. La esporulacion es
una ruta metabdlica que no permite la formacidon de PHB, es por esto que cuando se
trabaja con este microorganismo es recomendable minimizar la tendencia a la
esporulacion para mejorar la productividad. Segun reporta la literatura, una forma de
controlar la esporulacion es a través del pH. Para futuros trabajos de optimizacion el pH es
un variable importante para este microorganismo.

La temperatura también influye en el rendimiento de la fermentacién. A mayor
temperatura se obtuvo una mayor productividad de PHB. Esto se debe a que a mayor
temperatura los procesos metabdlicos 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 termdfilos, los
intervalos reportados en la literatura van de 25-37°C.

En términos de concentraciones iniciales de glicerol, a mayor concentracion (50g/I
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 produccion de PHB. Cabe anotar que cuando se trabaja con el B. megaterium
se supone que se debe manejar un umbral de concentracién, porque si se trabaja con
concentraciones muy altas se puede sobreestresar al microorganismo y estimular la
esporulacion en vez de la formacion 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 fermentacion de entre 40 y 60 horas con una alta
productividad de PHB. Esto abre la posibilidad de futuros estudios de adaptacién de este
microorganismo para desarrollar su maxima capacidad de produccién de PHB y disminuir
los tiempos de fermentacién ya sea con la manipulacidon de variables fisicas como la
temperatura y concentracion inicial de sustrato, o con la ingenieria genética y metabdlica.

El B. megaterium es un microorganismo nativo de los estuarios de bahia Blanca Argentina.
En este trabajo se experimentd con un sustrato nuevo para este microorganismo, pues en
la literatura no se reportan estudios anteriores donde usen glicerol. Esta investigacion
permite concluir que el B. megaterium puede utilizar el glicerol como Unica fuente de
carbono y tener rendimientos muy parecidos a los obtenidos con glucosa, con la ventaja
de que el glicerol es mucho mas econdmico que la glucosa, aumentando la viabilidad
econémica del proceso. Y a pesar de que su tendencia a la esporulacion 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. necdtor. Por lo tanto, la
productividad de PHB presentada por este microorganismo utilizando glicerol en tiempos
de fermentacién entre 30 y 40 horas es un gran aporte para este campo ya que lo hacen
un candidato para estudios futuros de optimizacion y escalado del proceso.
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Capitulo 4: Simulacion

Introduccion

En este capitulo se presentan los resultados de las simulaciones del proceso de produccidn
de PHB a partir de glicerol como fuente de carbono realizadas con el programa ASPEN-
PLUS, en el que se hace andlisis de esquemas tecnoldgicos de produccién (especialmente
en la etapa de separacién) y una evaluacion econdmica del proceso. Debido a que del B.
megaterium no se encuentran antecedentes de trabajo con glicerol como sustrato, la
simulacion se hizo con el C. necator (del cual si se tienen datos en la literatura) para
analizar diferentes variables que afectan los costos de produccion de PHB, entre ellas el
grado de pureza del glicerol y el esquema de separacion utilizado.

4.1. Generalidades

El proceso de produccion de PHB se puede dividir en tres grandes etapas: Pretratamiento
y acondicionamiento de materia prima, fermentacion y extraccidn-purificaciéon (Figura 38)

1. Pretratamiento de materia
prima y acondicionamiento

3. Extraccion ¥
purificacion:

3.1. Pretratamiento

3.2. Extraccion

3.3. Evaporacion

» 2. Fermentacion __

Figura 38: Etapas generales de la produccién 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
gue 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
fisicos, quimicos y bioldgicos son utilizados, ya sea para remover impurezas que inhiben la
fermentacion, para descomponer la materia prima en componentes asimilables por el
microorganismo y/o para alcanzar concentraciones necesarias para comenzar la
fermentacion.

4.1.2. Fermentacion

Como se menciond en el capitulo 2, la etapa de fermentacién se puede llevar a cabo de
tres modos diferentes: lotes, lotes alimentados y continuo. Las condiciones de
temperatura, aireacién, pH estan determinadas por los rendimientos del microorganismo.

4.1.3. Extraccidn y separacion.

En este nivel, el PHB es extraido del citoplasma celular y para ello la membrana celular es
destruida y el PHB es disuelto en solventes. Es asi como el PHB queda separado de la
biomasa residual y posteriormente es concentrado y purificado. Por lo tanto, el proceso
de separacion se puede dividir en tres partes: Pretratamiento, extraccion y purificacion
[1]. Existen varias alternativas para la etapa de separacion. La eleccidn del proceso
depende de criterios técnicos, econdmicos y ambientales.

4.2. Simulacion

Con el fin de realizar una evaluacién técnica, econdmica y ambiental del proceso de
produccion de PHB se realizaron unas simulaciones con el programa ASPEN-PLUS. Para tal
fin se utilizd el microorganismo C. necdtor 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 fermentacién (una al 88% p/p
y otra al 98%p/p) con el fin de observar la influencia de la concentracidn de glicerol en la
productividad de PHB y por ende, en los costos totales de produccion. De igual forma se
evaluaron tres esquemas diferentes de separacién, teniendo en cuenta las diferentes
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alternativas tecnologicas 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 tecnoldgicos para evaluar la productividad de
PHB a partir de glicerol crudo y glicerol purificado. Estos esquemas tecnoldgicos se
diferencian principalmente en el grado de pureza al que se lleva el glicerol antes de la
fermentacion. El glicerol crudo proveniente de la industrial del biodiesel tiene la siguiente
composicion en %p/p: glicerol 60.05%, NaOCHs 2.62%, acidos grasos 1.94 %, y cenizas
2.8%. La primera etapa de purificacion, 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 purificacion [4]. Después de la evaporacion del metanol, la
corriente es sometida a una neutralizacion con solucidn acida. Posteriormente las cenizas
y resto de sélidos son retirados por centrifugacion y se somete a un lavado con agua.
Contintia con un proceso de evaporacion hasta retirar el 90% del agua, quedando una
corriente de glicerol del 80%. El paso a seguir es la destilacion, y es en esta etapa donde se
diferencian nuestros dos procesos: el primero se lleva a una concentracién de glicerol del
88% p/p, vy el segundo al 98%p/p. Las condiciones de simulacion se presentan en la Tabla
28.
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Figura 39: Etapas de las simulaciones realizadas
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Etapa Descripcion
Corriente de entrada Temperatura: 252C
Composicidon (%p/p): metanol 32.59%, glicerol 60.05%,
NaOCH; 2.62%, acidos grasos 1.94% y cenizas 2.8%
Recuperacién de | Temperatura: 144eC
metanol Pureza de metanol: 99.9%p/p
Concentracion de glicerol: 0.01&p/p
Calor suministrada: 600.6kJ/kg
Neutralizacion HCI 31% p/p
Centrifugacion Tiempo de residencia: 20min
Productos retirados: NaOCHs, proteinas, cenizas.
Decantacién Radio de adicién de agua: 2.4(agua/glicerol)
Evaporacion del agua Concentracién del glicerol; 80.5%p/p
Energia suministrado: 1739MJ/kg
Destilacion Glicerol 88% Glicerol 88%
Reflujo molar: 0.11 Reflujo: 0.40
Calor condensador: - | Calor condensador: -
22.86KJ/kg 17.86KJ/kg
Energia Rehervidor: | Energia Rehervidor:
240.25k)/kg 504.51kJ/kg
Corriente de salida Glicerol 88% p/p Glicerol 98%p/p
Rendimiento separacion: | Rendimiento separacion:
97.6 97.3%

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

4.2.2. Acondicionamiento de materia prima y fermentacion

La materia prima es esterilizada a 139°C y 25 atm. Luego son llevadas a condiciones de
fermentacion: 35°C y 1 atm. La fermentacidn 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 produccién y acumulacion
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 fermentacion
utilizadas en la simulacién. 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 concentracién 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 Descripcion

Alimentacién Glicerol 88% Glicerol 98%
Cantidad sustrato: 170.8 | 249g/I
g/l
Flujo alimentacién: | 1000kg/|
1000kg/I

Bombeo Presién de salida: 25 atm 25 atm
Trabajo requerido: | 7.9 kl/kg
8.1kJ/kg

Esterilizacion Temperatura: 139°C 139°C
Energia suministrada: | 429 kJ/kg
443.96)/kg

Intercambiador de calor Calor suministrado: 415.96 | 402.31kJ/kg
ki/kg

Area requerida: 63.62 m®> | 51.34 m?
Reactor 1: crecimiento | Temperatura: 35°C

celular pH: 7
Tiempo de residencia: 21 h
Aireacion: 0.6vol
(mol*min)
Concentracion celular | Concentracion celular
alcanzada: 50.4 g/l alcanzada: 44.4 g/|

Concentracion de PHB | 7.3 g/l
alcanzada: 4.5g/I
Reactor 2: acumulacion de | Temperatura: 35°C

PHB pH: 7
Tiempo de residencia: 22.5
h
Concentracion celular | Concentracion celular
alcanzada: 73.4 g/I alcanzada: 91.5 g/I
Concentracion de PHB | Concentracion de PHB
alcanzada: 27.8g/I alcanzada: 57.7g/I

Tabla 27: . Condiciones de acondicionamiento de materia prima y fermentacion.
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4.2.3. Separacion

El proceso de separacién se puede dividir en tres sub etapas: pretratamiento, extraccién y
purificaciéon. Como se observa en el capitulo 2, existen varias alternativas tecnoldgicas
para tal fin. En este trabajo se evaluaron tres esquemas de separacion, teniendo en cuenta
los impactos econdmicos y ambientales del proceso. Los esquemas son los siguientes:

Proceso de separacion I:

_Pretratamiento: Se hizo por calentamiento de la biomasa llevado a cabo a 852C durante
15 minutos, lo que permite desnaturalizar proteinas y material genético y desestabilizar la
membrana celular de los microorganismos.

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

Purificacion: el proceso de purificacion es con perdxido 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 separacion. Las etapas del
proceso son las siguientes: 1: Bomba, 2: esterilizador, 3: Intercambiador de calor I; 4:
fermentador I; 5: fermentador Il; 6: calentador; 7: digestor; 8: centrifuga; 9: lavador; 10:
intercambiador de calor Il; 11: evaporador; 12: secador spray.

En la Tabla 28 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separacion |.

111



ALIMENTACION

@ AGUA

Figura 40: Diagrama de flujo del Proceso de separacion |
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Etapa

Descripcion

Corrientes

Glicerol 88%

Glicerol 98%

Pretratamiento con calor

Temperatura: 852C

Tiempo de residencia: 15
min

Energia requerida:
109.95kJ/kg

114 kl/kg

Digestion  enzimatica +

Temperatura: 502C

hipoclorito

NaClO al 30%p/p

NaClO/masa celular: %

Enzima: Burkholdeira sp
PTU

Tiempo de residencia: 1h

pH: 9

Concentracion enzima: 2%
p/p

Centrifugacion

Tiempo de residencia:
20min

Productos retirados: masa
celular residual.

Purificacidon: tratamiento
con peroxido de hidrégeno

Concentracion 1.2 % v/v

Intercambiador de calor

Calor suministrado:
2,305MJ/kg

2,227 Mi/kg
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Area requerida: 3.06m? 2,95 m?

Evaporacién de agua PHB pureza: 37,7 %p/p 53,0% p/p
Secado por spray Calor suministrado: | 1,02MJ/kg
2,1542MJ/kg

Pureza del PHB :99,9%p/p | 99,9%p/p

Tabla 28: Condiciones de las etapas en el Proceso de separaciénl

Proceso de separacion Il:

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

Extraccion: esta etapa se hizo con una extraccion con solvente (dietilsuccinato DES) a
110°C con una proporcion de masica de PHB/solvente de 1/20. La biomasa residual (es
decir aquella que no es PHB) es retirada por centrifugacion. El solvente es recuperado y
recirculado al proceso se extraccién.

Purificacion: el proceso de purificacidon es con perdxido de hidrégeno: 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 separacidén Il. Las etapas
del proceso son las siguientes: 1: bomba; 2: esterilizador; 3: intercambiador de calor I; 4:
fermentador I; 5: fermentador Il; 6: Homogenizador; 7: centrifuga |; 8: intercambiador de
calor Il; 9: intercambiador de calor Ill; 10: extractor; 11; centrifuga Il; 12: intercambiador
de calo Ill; 13: decantador; 14: secador spray

En la Tabla 29 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separacion Il.
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Figura 41: Diagrama de flujo del Proceso de separacion |l

Etapa Descripcion
Corrientes Glicerol 88% Glicerol 98%
Bombeo Presién de salida: 70MPa

Trabajo requerido: 239.73 | 249.68kJ/kg
kl/kg
Homogenizador de alta | Presion: 70Pa 115 KJ/kg
presion
Digestidon  enzimdtica + | Temperatura: 110°C
hipoclorito Tiempo de residencia:
45min
Calor suministrado: | 250.02kJ/kg
218.40kl/kg
Centrifugacioén 1 Tiempo de residencia: 20
min
Productos extraido: sélidos | 65%p/p
al 62,5% p/p
Intercambiador de calor2 | Calor suministrado: | 0.158MJ/kg
0,158MJ/kg
Area requerida: 0,40m? 0.45 m?
Intercambiador de calor 3 | Calor suministrado: | 0,829MJ/kg
0,831MJ/kg
Area requerida: 0,5m? 0,43m?
Extraccion con solvente Temperatura: 1102C
Intercambiador de calor Presion: 1 atm
Relacidn masica
PHB/solvente: 1/20
Centrifugacion 2 Tiempo de residencia: 20
min
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Producto extraido: masa

celular residual
Intercambiador de calor 4 | Calor suministrado: | 0,216MJ/kg

0,2MJ/kg

Area requerida: 19,5m? 18m?
Decantacion Temperatura: 252C

Pureza del PHB: 38 %p/p 41,7%p/p
Secado en spray Calor suministrado: | 1,09MJ/kg

1,13MJ/kg

Pureza del PHB :99,9%p/p | 99,9%p/p

Tabla 29: Condiciones de las etapas en el Proceso de separacion Il

Proceso de separacion lll:

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

Extraccion: se hace una digestién con surfactante — hipoclorito de sodio. El surfactante
usado es dodecil sulfato de sodio anidnico y el hipoclorito al 30% p/p en un proporcion
NaOCl/biomasa de 1/3.

Purificacion: El PHB es purificado con perodxido de hidrégeno. Es concentrado y secado,
hasta obtener una concentracion del 99.9%.

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

En la Tabla 30 se encuentra las condiciones de las etapas en el Proceso de separacion Il
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Etapa

Descripcion

Corrientes

Glicerol 88%

Glicerol 98%

Pretratamiento alcalino

Temperatura: 352C

Concentracion: 3M

Relacién masica: 0,4 kg | 115 KJ/kg
NaOH/kg de masa celular
Digestiéon con surfactacte + | Temperatura: 502C
hipoclorito NaClO al 30%p/p
NaClO/masa celular: 1/3
Surfactante: Dodecil sulfato
de sodio anidnico (SDS)
Tiempo de residencia: 20min
Centrifugacién 1 Tiempo de residencia: 20min
Productos retirados: biomasa
residual
Lavado con perdéxido de | Concentracion: 1,2% v/v
hidrégeno
Intercambiador de calor Calor suministrado: | 2,12 MJ/kg
2,34MJ/kg
Purificacién: tratamiento con | Area requerida: 6,6m2 6,3 m?
perdxido de hidrégeno
Intercambiador de calor Calor suministrado: | 2227 MJ/kg
2.305MJ/kg
Area requerida: 3.06m? 2.95 m?
Evaporacion de agua PHB pureza: 25,2 %p/p 37,2% p/p
Secado por spray Calor suministrado: | 2,14MJ/kg
2,53MlJ/kg
Pureza del PHB :99.9%p/p 99.9%p/p

Tabla 30:

Condiciones de las etapas en el Proceso de separacion llI
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4.3. Andlisis de resultados

La simulacion permite analizar la produccion de PHB a gran escala utilizando diferentes
alternativas tecnoldgicas. En la Tabla 31 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a
costos de produccion utilizando glicerol al 88% p/p de pureza. Los costos totales de
produccion oscilan entre 2.108 y 2.438 USS/Kg, dependiendo del Proceso de separacion
usado, acercando cada vez mas estos costos de produccién a los de los plasticos sintéticos,
los cuales estan alrededor de los 0.50 USS/Kg. Es importante observar que el costo por
materia prima representa entre el 4.8 y el 5,6% de los costos totales de produccién
(dependiendo del proceso de separacion) lo que muestra que el objetivo de disminuir los
costos por materia prima utilizando al glicerol se cumplen, comparandolo con los costos
por otros sustratos El proceso de separacién mas econdmico es el Proceso | el cual ya ha
sido expuesto en este capitulo.

. PS* I PS* Il PS* 1Nl
Tipo de costo % CP** % CP** % CP**
(USS/ke) (USS/ke) (USS/ke)
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 operacion 0.0752 3.57 0.0752 3.08 0.0752 3.45

0.2296 10.89 0.2402 9.85 0.2451 11.26
Mantenimiento y

cambios operativos

0.2128 10.09 0.2287 9.38 0.2091 9.61
Gastos de planta y costos

administrativos generales

Depreciacién del capital 0.6938 3291 0.7951 32.61 0.6616 30.39

Costo de produccién del

2.1080 100.00 2.4380 100.00 2.1767 100.00
producto (USS/Kg)

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

En la Tabla 32 se presentan los resultados obtenidos en cuanto a costos de produccion
utilizando glicerol al 98% p/p de pureza. El costo de la materia prima fue de 0.149 USS/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 fermentacién 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 asi como los costos totales de produccidon 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 produccion oscilan entre 1.937 y
2.384 USS/Kg de PHB, dependiendo del Proceso de separacion usado.

PS* | % PS* II % PS* Il %

Tipo de costo (US$/kg) | CP** |(USS$/kg)| CP** | (USS/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 operacién 0,066 3,41 0,068 2,85 0,064 3,03

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

cambios operativos

Gastos de planta y| 4195 | 960 | 0218 | 9,14 0,191 9,03

costos administrativos
generales

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

Costo de produccion del
producto (USS/Kg) 1,937 | 100,00 | 2,384 100,00 2,114 100,00

Tabla 32. Costos totales de produccion de PHB a partir de glicerol al 98 % p/p.(*: Proceso de
Separacidn; **: Costo de produccion total)
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Conclusiones y perspectivas

Los sustratos convencionales utilizados para la produccién de PHB son glucosa, fructosa,
sacarosa, acido propidnico, azucares de maiz, 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 produccién del PHB. En la busqueda de materias primas mas
econdmicas, a través de este trabajo se estudid la viabilidad de produccion de PHB a partir
de glicerol. La pertinencia de este estudio surge debido a que ante la creciente demanda y
por ende produccidn de biodiesel en el mundo, el glicerol se estad produciendo en grandes
cantidades como subproducto haciendo que los precios caigan drasticamente y
evidenciando la necesidad de generar productos de valor agregado a partir de este
residuo. Con el objetivo de estudiar la produccion de PHB mediante la fermentaciéon de
glicerol con microorganismos se trabajo experimentalmente con dos bacterias diferentes
productores de PHB: Cupriavidus necdator NCIMB 11842 (bacteria de referencia de la ATCC)
y el Bacilus megaterium (una bacteria nativa aislada de los estuarios de Bahia Blanca
Argentina). Después de realizar una adaptacion de estos microorganismos para que
utilizaran el glicerol como Unica fuente de carbono se estudid la influencia en la
productividad de PHB en los microorganismos determinadas por el pH, concentracion
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 fermentacién de entre 40 y 60 horas con una alta
productividad de PHB. Esto abre la posibilidad de futuros estudios de adaptacion de este
microorganismo para desarrollar su maxima capacidad de produccion de PHB y disminuir
los tiempos de fermentacidon ya sea con la manipulacién de variables fisicas como la
temperatura y concentracion inicial de sustrato, o con la ingenieria genética y metabdlica.
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El B. megaterium es un microorganismo nativo de los estuarios de bahia Blanca Argentina.
En este trabajo se experimentd con un sustrato nuevo para este microorganismo, pues en
la literatura no se reportan estudios anteriores donde usen glicerol. Esta investigacion
permite concluir que el B. megaterium puede utilizar el glicerol como Unica fuente de
carbono y tener rendimientos muy parecidos a los obtenidos con glucosa, con la ventaja
de que el glicerol es mucho mas econdmico que la glucosa, aumentando la viabilidad
econdémica del proceso. Y a pesar de que su tendencia a la esporulacion compite con la
productividad de PHB, este microorganismo es una bacteria Gram Positiva cuyo PHB
producido tiene mejores propiedades de biocompatibilidad para aplicaciones biomédicas,
gue el PHB producido por bacterias Gram Negativas como el C. necdtor. Por lo tanto, la
productividad de PHB presentada por este microorganismo utilizando glicerol en tiempos
de fermentacién entre 30 y 40 horas es un gran aporte para este campo ya que lo hacen
un candidato para estudios futuros de optimizacion y escalado del proceso a nivel
industrial.

Las simulaciones realizadas permitieron analizar los costos de produccidn del PHB a partir
de glicerol, influenciados especialmente por tres aspectos: el grado de pureza del glicerol,
el rendimiento de la fermentacién y el esquema de separacion. El grado de pureza del
glicerol y el rendimiento de la fermentacién van intimamente relacionados, pues la
eficiencia del microorganismo en la produccion 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
permitié concluir que es mas viable econédmicamente aumentar los costos de purificacion
del glicerol en pos de un mayor rendimiento y productividad de PHB. Es asi que
comparando los costos de produccién 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
produccion de PHB utilizando glicerol. Esto abre un gran espectro de posibilidades para
seguir trabajando en la plataforma tecnoldgica para la produccion a gran escala del PHB,
teniendo en cuenta que en Colombia la industria del biodiesel esta en pleno crecimiento.
Actualmente se producen 516.000 ton/ afio de biodiesel, lo que equivalen 51.600 ton/afio
de glicerol, generando el problema de la sobreproduccion de glicerol y su disposicion final.
Con la infraestructura tecnoldgica que se comienza a desarrollar con esta investigacion se
genera una interesante alternativa para las empresas productoras de biodiesel dandole un
valor agregado a un residuo, y al sector del PHB le permite disminuir considerablemente
sus costos de produccion al disponer de un sustrato mas econdmico haciéndolos mas
competitivos con los plasticos sintéticos.
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Con estos resultados es posible afirmar de que Si es posible producir PHB de una forma
econdmica a partir de glicerol. Este es un punto de partida para futuras investigaciones en
este campo. Las alternativas de estudio estan enfocadas en varios aspectos:

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

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

- Separacién: aun hay muchos campos por explorar, debido a que las técnicas
convencionales utilizan reactivos que son costosos tanto econdmica como
ambientalmente. Las tecnologias emergentes como la extraccion con fluidos supercriticos,
la ingenieria genética para inducir la liberacién espontdanea de PHB por parte del
microorganismo, el estudio de nuevas técnicas de debilitamiento y/o disrupcion de la
membrana celular, entre otras, son alternativas de separacion que tienen la caracteristica
de ser econdmicas y amigables con el medio ambiente.

En general, los esquemas actuales de produccion de PHB requieren altas cantidades de
energia, consumiendo aproximadamente la misma cantidad de energia (en términos de
energia producida por petréleo) que los plasticos sintéticos, teniendo en cuenta que en la
produccion de los plasticos sintéticos parte del petréleo es destinado como materia prima.
En este sentido es importante aclarar que la tecnologia de produccion de PHB es aun
joven y susceptible de multiples mejoras, mientras que la tecnologia de produccion de
plasticos sintéticos es una tecnologia madura, que trabaja con sus maximos rendimientos
posibles. Si con los esquemas actuales de produccion de PHB el consumo de energia es
igual comparando los plasticos 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 econdmica de este proceso.
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Hacer competitiva la produccién de PHB con los plasticos sintéticos es un desafio que con
trabajos como este se estdn asumiendo, lo que permite trazar un camino para que en un
futuro no muy lejano, la produccion de biopolimeros sea una excelente alternativa
econémica para las empresas y para el consumidor final, ademas de estar generando
materiales amigables con el medio ambiente disminuyendo la dependencia con el
petrdleo que si bien nos ha traido grandes comodidades a la humanidad, también ha
traido consigo problemas ambientales, econdmicos y politicos.
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Anexos

Anexo A: METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA CUANTIFICACION DEL PHB.

10mg de masa celular seca se agrega: 1 ml de
cloroformo, 0.85ml de metanol y 0.15ml de
acido sulfurico. Se deja reaccionar por 200 min a
100¢°cC.

Seagregan 0.5ml de aguadestilada y el tubo es
agitado vigorosamente por 1 min. Se obtienen 2
fases: fase organicay fase inorganica.

 J

Setoman 1 pl de la fase organica al vial y se
pone en el cromatografo. Siennecesario diluir,
se hace con cloroformo puro.

Figura 43: Metodologia de identificacion y cuantificacion de PHB
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Anexo B: METODOLOGIA UTILIZADA PARA LA EXTRACCION DE PHB

Centrifugacion 1: Separar labiomasa del
medio de cultivo (1500rpm)

Método de digestion de hipoclorito de sodio al 30%,
con cloroformo (t=90min, T=30" ()

l

Centrifugacion 2: Después de la digestion se centrifuga
(1500 rpm, 10 min) para obtenerse tres fases: la fase
superior es el hipoclorito el cual separa con una pipeta, la
fase central es la biomasa residual, y la fase interior es
PHB disuelto en el cloroformo.

HERMMMm

Filtracion: separala biomasa residual del PHB
disuelto en el cloroformo

Precipitacion del PHB por
evaporacion del cloroformo

Figura 44: Metodologia de extraccion de PHB por el método de digestién cloroformo-hipoclorito
(30% v/v)
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Anexo C: RESULTADO ANALISIS FTIR REALIZADO A UNA MUESTRA DEL PHB
OBTENIDO
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Anexo D: ANALISIS ELEMENTAL DEL PHB REALIZADO EN UN EQUIPO ESEM,
PARA DETERMINAR EL GRADO DE PUREZA DEL POLIMERO DESPUES DE SU
PROCESO DE EXTRACCION.
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