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RESUMEN

Los Polihidroxialcanoatos (PHAS) son biopolimeros sintetizados y que han sido acumulados por
grupos de microorganismos como reserva de carbono y energia. Estos poliésteres presentan
caracteristicas fisico — quimicas similares a plasticos de origen sintético con la ventaja de ser
biodegradables, biocompatibles y con un proceso de produccién compatible con fuentes de
carbono renovables. En esta investigacion evaluamos la metodologia de extraccion por solventes
empleando diferentes microorganismos aislados de los suelos de Paramonga en diferentes
sustratos. El empleo del método de extraccidn por solventes (hipoclorito — cloroformo) se evalla
para encontrar el punto de rendimiento méaximo de produccién debido a que diferentes trabajos
poseen altos rendimientos de extraccién de PHAs utilizando la metodologia. Se evaluaron
sustitutos de sustrato para la produccion de PHAs, ademas de encontrarse tres tipos de
microorganismos acumuladores de PHAs las cuales fueron (C6, C7 y C8). Estas elecciones se
sometieron al proceso de extraccion por el método de solventes organicos obteniéndose valores
de méaximos de 3.32, 1.2 y 2.99 g/L respectivamente para las cepas C6, C7 y C8, ademas de
obtenerse valores minimos de 1.69, 1.18 y 1.38 para los sustratos de caldo nutricio, medio sin
sales y medio con sales respectivamente. Evaluando el potencial de produccion local a nivel de
las cepas obtenidas tomando como patrén méaximo la cepa con mayor produccion de PHA se logro
un rendimiento minimo de 30% y evaluando la produccién con respecto a otros trabajos a
diferentes condiciones se logré un rendimiento de 86%. Entonces se concluye que existen
microorganismos de los suelos de Paramonga capaces de producir PHAs y ademés que poseen un
rendimiento Optimo para la escala industrial.

Palabras claves: Biopolimero, polihidroxialcanoato, solventes organicos, extraccion,

produccion.



ABSTRACT

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are biopolymers synthesized and that have been
accumulated by groups of microorganisms as carbon and energy reserves. These
polyesters have physical-chemical characteristics similar to plastics of synthetic origin
with the advantage of being biodegradable, biocompatible and with a production process
compatible with renewable carbon sources. In this investigation, we evaluated the solvent
extraction methodology using different microorganisms isolated from Paramonga soils
on different substrates. The use of the solvent extraction method (hypochlorite -
chloroform) is evaluated to find the maximum production yield point because different
works have high PHA extraction yields using the methodology. Substrate substitutes were
evaluated for the production of PHASs, in addition to finding three types of PHAs
accumulating microorganisms which were (C6, C7 and C8). These choices were
submitted to the extraction process by the organic solvent method, obtaining maximum
values of 3.32, 1.2 and 2.99 g / L respectively for strains C6, C7 and C8, in addition to
obtaining minimum values of 1.69, 1.18 and 1.38 for the nutrient broth substrates,
medium without salts and medium with salts respectively. Evaluating the potential of
local production at the level of the strains obtained, taking as a maximum standard the
strain with the highest production of PHA, a minimum yield of 30% was achieved and
evaluating the production with respect to other works at different conditions, a yield of
86% was achieved. . Then it is concluded that there are microorganisms from the
Paramonga soils capable of producing PHAs and also that they have an optimal
performance for the industrial scale.

Key words: Biopolymer, polyhydroxyalkanoate, organic solvents, extraction,

production.



INTRODUCCION

La fabricacion de plasticos esta basada en el uso de recursos que no son renovables y ante
esta situacion surge la necesidad de buscar tecnologias que minimizar los impactos
ambientales, siendo los polihidroxialcanoatos (PHAS) una via alternativa para la
sustitucion de los plasticos sintéticos debido a la similitud de sus propiedades
termoplasticos y biocompatibilidad. Ante esta situacion se evalGa la capacidad de
acumulacion de PHASs en diversos microorganismos aislados de los suelos de Paramonga
utilizando la extraccién para obtener este dato y que se convierte en punto de partida para
una produccién a escala industrial.

Ante la existencia de diversas formas de extraccion de diferentes fuentes se opt6d por
utilizar la extraccion por solventes organicos debido a su capacidad de extraer la mayor
cantidad de PHAs en los ensayos realizados, evaludndose la aplicacién y adaptacion del
método a las pruebas con microorganismos de los suelos de Paramonga.

En los capitulos posteriores se detallara las fuentes de ensayo aplicando el método de
extraccion por solventes y el desarrollo de la metodologia de solventes organicos aplicado
a los microorganismos de los suelos de Paramonga, asi como también el rendimiento local

y universal de la produccion de PHAs y la viabilidad de escalarlo industrialmente.

Xl



1.1

Capitulo I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Descripcion de la realidad problematica

El desarrollo de la civilizacion ha provocado un aumento de la poblacion en todo
el mundo, la cual ha tenido como consecuencia una gran acumulacion de materiales
desechables. Se conoce que en el mundo existe, mas del 30% de desechos que

originados por las industrias petroquimicas como son los plasticos.

La fabricacion de estos materiales, se basa en utilizar un recurso no renovable como
lo es el petroleo y ante esta situacion se analiza buscar nuevas rutas tecnoldgicas de
produccion amigables con el medio ambiente, siendo los polihidroxialcanoatos
(PHAS) una alternativa para la sustitucion de los plasticos de origen petroquimico,

debido a sus propiedades biodegradables, termoplasticas y biocompatibilidad.

Los polihidroxialcanotas (PHAsS) son una familia de poliésteres totalmente
biodegradables que son sintetizados por diversos microorganismos y acumulados
en forma de inclusiones citoplasmaticas discretas e insolubles como reserva de

carbono y energia.

En la empresa Agro Industrial Paramonga S.A.A. se ha logrado determinar y

clasificar los microorganismos acumuladores de PHAsS.

Por esa razén se esta en la bisqueda de un método de extraccion de
polihidroxialcanoatos (PHAS), la cual servira para cuantificar la produccion de este

biopolimero y determinar el proceso a escala industrial.
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1.2 Formulacion del problema

1.2.1 Problema General
e ;Se podra aplicar el método de extraccion por solventes para obtener
polihidroxialcanoatos (PHAS) a partir de los microorganismos acumuladores
de PHAs clasificados por la empresa Agro Industrial Paramonga S.A.A.?
1.2.2 Problema Especificos
e ;Qué equipos son necesarios para desarrollar el método de extraccion por
solventes?
e (Qué materiales y reactivos se necesitan para el proceso experimental?
e ;Cual es el procedimiento adecuado para desarrollar el método de extraccién
por solventes?

1.3 Objetivos de la Investigacion

1.3.1 Objetivo General
e Aplicar el método de extraccion por solventes para obtener
polihidroxialcanoatos (PHAS) a partir de los microorganismos acumuladores
de PHAs clasificados por la empresa Agro Industrial Paramonga S.A.A.
1.3.2 Objetivo Especifico
e Seleccionar los equipos necesarios para desarrollar el método de extraccion.
e Seleccionar los materiales y reactivos necesarios para desarrollar le método de
extraccion.

e Establecer el procedimiento para desarrollar el método de extraccion.

13



1.4 Justificacién de la investigacion

1.5

151

1.5.2

153

154

El presente trabajo contribuye a la aplicacion del método de extraccion por
solventes para obtener el polihidroxialcanoato(biopolimero), material que ostenta
un alto valor biotecnoldgico, y que sirve como sustituto de los plasticos de origen
petroquimico. Ademas, que la aplicacion del método de extraccion sirve de base

para escalar el proceso industrialmente.

Delimitacion del estudio

Delimitacion de enfoque
El proyecto de investigacion busca establecer un método de extraccion de
biopolimero para escalar de manera industrial el proceso de obtencion de

polihidroxialcanoatos (PHAS).

Delimitacion de objeto de estudio

El proyecto de investigacion se centrard en la aplicacion del método de extraccion
por solventes para culminar el proceso de produccion y obtencién de

polihidroxialcanoatos(biopolimero).

Delimitacion espacial
El proyecto de investigacion se realizara en la empresa Agro Industrial Paramonga
S.A.A, ubicada en la provincia de Barranca, en el distrito de Paramonga, Av.

Ferrocarril N° 212

Delimitacion temporal

El proyecto se realizara en el mes de abril 2020.

14



1.6 Viabilidad del estudio

1.6.1 Viabilidad técnica
Los materiales, reactivos, equipos Yy espacio requeridos para realizar el trabajo de

investigacion son proporcionados y factibles para el tesista.

1.6.2 Viabilidad econémica
Las necesidades de recursos y ejecucion que se utiliza para el desarrollo de la tesis

son aporte de la empresa Agro Industrial Paramonga S.A.A.

1.6.3 Viabilidad ambiental

Dada la naturaleza del estudio, no se generan impactos ambientales negativos, por
tratarse de un estudio que contribuye a obtener un producto biodegradable para el

medio ambiente.

15



2.1

211

Capitulo 11: MARCO TEORICO

Antecedentes de la investigacion

Investigaciones Internacionales

(Molina Viramontes, 2016), realizd su investigacion titulada “Evaluacion de
desechos marinos como sustrato de bajo costo para la produccién de biomasa
bacteriana y polihidroxialcanoatos (PHAs), aprobada por el Centro de
Investigaciones Biologicas del Noroeste, S.C., México; que se centro en explorar
el potencial de dos desechos alimenticios marinos como sustrato de bajo costo para
la generaciéon de biomasa bacteriana y para la produccion de PHAs. Usando el
método de extraccion por solventes propuesto por Law y Slepecky (1961) con
algunas modificaciones. Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:
Para medio elaborado con desecho de almeja chocolatada (CAC) con adicién de
pulsos, la cepa YO1A1 mostro valores a las 72 horas de 2.23(+- 0.49) mg mLN-1Y
A LAS 144 horas de 2.9 (+-0.5) mg mL”-1 y sin adicion de pulsos los valores

fueron de 2.2(+-1.3) mg mL~-1 y de 3.02 (+-1.01) mg mL"-1 a las mismas horas.

(Gonzalez Gutiérrez, 2008), realizé su investigacion titulada “Produccion de poli-
hidroxialcanoatos por bacterias del género Bacillus de origen marino” aprobado por
el Centro de Investigaciones Bioldgicas del Noroeste, S.C., México; que tuvo como
objetivo evaluar la produccion de PHASs en 3 cepas bajo diferentes condiciones de
cultivo. Usando el método de extraccion por solventes dado por (Rawte y
Mavinkurve, 2002) comparando con el método de extraccion quimica (digestion)
propuesto por kim et al., 2003 empleando SDS (sodium dodecyl sulfate) como

surfactante.

16



212

Los valores obtenidos indican que el método de mayor porcentaje en la
recuperacion de PHAs fue la extraccion por solventes dando resultados de 1.61,
1.72 y 1.53 g/L de PHA para cada tratamiento respectivamente. En conclusion, los
porcentajes de recuperacion empleando el método de extraccion por digestion no
fueron tan bajos, pero a nivel industrial, la pérdida ascenderia al 30% del producto
total representando una pérdida econémica. Con base a los resultados se determin6
que el método de extraccion por solventes seria utilizado en investigaciones

posteriores.

Investigaciones Nacionales

(Garnique Capufiay & Sandoval Sanchez, 2016), realiz6 su investigacion titulada
“Rendimiento de polihidroxialcanoatos producidos por bacterias aisladas de bagazo
de Saccharum officinarum L. en Lambayeque, 2015 aprobada por la Universidad
Nacional Pedro Ruiz Gallo, Per(; que tuvo como objetivo aislar bacterias del
bagazo de Saccharum officinarum L, y determinar su rendimiento de PHA. Se uso

el método de extraccion por solventes segiin Gonzéles et al., 2013.

Los diez cultivos de bacterias que presentaron mayores numeros de granulos de
PHA se seleccionaron para determinar el rendimiento; la cual los valores

corresponden a un rango de 0.087 — 0.788 gramos de PHA/gramo de peso seco.

17



2.2 Bases teoricos

2.2.1 Polihidroxialcanoatos (PHAS)

2.2.1.1 Definicion
“Los PHA son polimeros de acidos hidroxialcanoicos que algunas bacterias,
arqueas y microalgas acumulan intracelularmente como material de reserva, para
usarlo posteriormente como fuente de carbono y energia” (Gonzalez Garcia , Meza

Contreras, Gonzélez Reynoso, & Cordova Lopez, 2013)

2.2.1.2 Estructura
“La polimerizacion de los acidos hidroxialcanoicos, por accion de enzimas
intracelulares, tiene lugar mediante condensacion del grupo carboxilo de un
monomero (&cido hidroxialcanoico), con el grupo hidroxilo del siguiente,
formandose un enlace éster de alli que también se les conozca como biopoliésteres”

(Khanna y Srivastava 2005).

Los poliésteres se acumulan en el citoplasma microbiano rodeados de fosfolipidos

en la cual contienen enzimas polimerasas y despolimerasas.

2.2.1.3 Propiedades
Los PHA poseen caracteristicas que se asemejan a los plasticos de origen
petroquimico, como el propileno y polietileno, aunque la diferencia radica en que
estos pueden ser sintetizados a partir de fuentes de carbonos renovables, son

biodegradables y son biocompatibles.

2.2.1.4 Condiciones de sintesis
Las condiciones bajo las cuales ocurre los procesos de formacion de los PHA se
dan en el caso de una limitacion de N, P, S, Mg u oxigeno, ademas de la presencia
de un exceso de fuente de carbono en el medio donde se cultiva.

18



También existen microorganismos que forman PHA bajo una respuesta de

crecimiento (biomasa).

2.2.1.5 Clasificacion
La clasificacion de los PHA va a variar de acuerdo a su estructura monomeérica, €s

decir de acuerdo a la longitud de la cadena por la cual estan constituidos.

Los PHA de cadena corta (PHA — scl) estdn compuesto de unidades monoméricas
de 3 a 5 4&tomos de carbono. Estos suelen ser demasiados rigidos y fréagiles. Tal y
como nos menciona “Los PHA de cadena corta son tipicamente polimeros
termoplasticos, que pueden ser moldeables arriba de sus puntos de fusion. La
temperatura de fusion es relativamente alta (180°C) y su temperatura de transicién
esta entre -5 a 20°C.” (Gonzélez Garcia , Meza Contreras, Gonzalez Reynoso, &

Cordova Lopez, 2013)

Los PHA de cadena media (PHA — mcl) estan compuestos por unidades
monomeéricas de 6 a 14 atomos de carbono. Estos suelen ser elasticos y con poca
fuerza mecanica. Tal y como nos menciona “Los PHA de cadena media son
altamente amorfos con una temperatura de transicion entre -62 y -26 °C y una
temperatura de fusion de 42 a 58 °C, por lo cual se clasifican como elastomeros”

(Gonzalez Garcia , Meza Contreras, Gonzalez Reynoso, & Cordova Lépez, 2013)

Los PHA de cadena mixta estan compuesto por unidades monoméricas de cadena

corta y unidades monomeéricas de cadena media.

También puede variar de acuerdo a la naturaleza de sus unidades monomeéricas.

Los polimeros formados por un solo tipo de unidad monomeérica se le denomina

homopolimero.
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Los polimeros formados por varios tipos de unidades monomeéricas se les denomina

copolimero.

La importancia de la composicion monomérica va a resultar en las propiedades

fisicas que el biopoliéster presentara.

2.2.1.6 Tipo de PHA sintetizado
Los tipos de producto (PHA) sintetizado va a depender de los microorganismos
utilizados y de las fuentes de carbono utilizadas; cabe mencionar que la mayoria de
microorganismos produce biopolimero de cadena corta o de cadena media y una

pequeria parte produce cadenas mixtas.

2.2.1.7 Clasificacion de PHA sintasas

“Los PHA sintasas son las enzimas que catalizan la conversion de sustratos (R)-3-
hidroxiacil-CoA a PHASs con la liberacion de CoA, es decir une los mondémeros

formando el polimero” (Serrano Riafio, 2010).

Estas enzimas se encuentran en la superficie de los granulos y ademas poseen un

sustrato especifico.

Los PHA sintasas de clase | estan compuestos de una sola clase de subunidad

(PhaC) y actlian sobre tioésteres CoA de biopoliésteres de cadena corta.

Los PHA sintasas de clase Il se componen de una sola subunidad (PhaC) y acttan

sobre tioéstres CoA de biopoliésteres de cadena media.

Los PHA sintasas Clase Il estdn compuestos por 2 subunidades (PhaC y PhaE) y

actlian sobre tioésteres de cadena corta.

Los PHA sintasas clase IV estan compuestos por 2 subunidades (PhaC y PhaR) y

actlan sobre tioésteres de cadena corta.

20



2.2.1.8 Produccién de PHA

Se sabe que los PHA poseen ventajas ambientales frente a los plasticos de origen
petroquimico, aunque el mayor problema que afronta la produccion de este

biopolimero es su elevado costo.

Investigaciones sobre produccién dan lugar a obtencion de una concentracion de

polimero de mas de 80 g/L y una productividad de 2g/L/h, en sistemas continuos.

En sistemas mediante procesos de fermentacion, se puede efectuar el cultivo puro
o0 cultivos mixtos; sin embargo, va a depender en los costos de materia y en los

costos de asepsia del cultivo.

En cultivos mixtos se elimina los costos de asepsia debido a que los procesos de
esterilidad no son requeridos. Aunque es necesario establecer los valores éptimos

en temperatura, pH y el tiempo de fermentacion.

2.2.1.9 Tecnicas analiticas para la deteccion PHA

La deteccion de granulos de PHA en células se lleva a cabo por medio de la tincion

con el colorante Sudan B, debido a la naturaleza lipidica de los PHA.

Actualmente existen colorantes como el Azul Nilo Ay el Rojo Nilo.

2.2.1.10 Procedimientos de purificacion

Tratamiento con hipoclorito de sodio

El hipoclorito de sodio es un compuesto oxidante que destruye las membranas
bioldgicas y demas componentes de la célula, bajo algunas condiciones que se
puedan controlar, puede también ser usado para la purificacién de PHAS a una

relacion de 1:15 con la solucion tratante al 5.25%
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Este método es econdmico, alcanzando altos grados de pureza, aunque posee un
inconveniente la cual es la degradacion parcial del polimero disminuyendo el peso

molecular promedio.

También existe posibilidades de combinacion con EDTA o bisulfito de sodio para

aislamiento del biopolimero. Tales como nos indica algunas investigaciones.

“Se parti6é de una suspension al 1% (p/v) con solucion de hipoclorito de sodio al
5% (v/v) y pH 12. El tratamiento con EDTA (10 mmol) una vez realizada la mezcla
se incubd durante 1 hora a 37°C en tanto con el biosulfito de sodio (2%) la
suspension celular se mantuvo durante 5 minutos a 25°C antes de su adiccion,
incubandose seguidamente a 37°C durante 1 hora. En ambos tratamientos se separo
el precipitado por centrifugacion a temperatura ambiente, lavandose sucesivamente
con agua, acetona y etanol. El producto final fue liofilizado.” (Ortega Arias

Carbajar & Bell Garcia, 2014)

Tratamiento con agentes surfactantes

Los agentes surfactantes son utilizados en proceso de extraccion y purificacion de

biopolimero.

El principio que utilizan se basa en la dependencia de la concentracion respecto a
la capa lipidica de la célula y su ruptura; es decir, que a bajas concentraciones las
moléculas se insertan en la capa de grasa de la membrana que compone a la célula,
conforme va en aumento la concentracion se va incrementando las moléculas
surfactantes a la membrana, una vez que se haya saturado el sistema; el exceso
producird la ruptura de la membrana. Se usa generalmente dodecil sulfato de sodio

y el triton X-100.

Existen dos maneras de utilizar le método con agentes surfactantes:
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“Las células liofilizadas fueron resuspendidas en solucion de dodecil sulfato de
sodio al 1% (p/v), pH 10.2 y solucion de Tritén X-100 al 1% (p/v) pH 12.5 incubada
a 37°C durante 15 minutos, centrifugada y el precipitado mantenido con agitacion
a temperatura ambiente durante 1 minuto en solucion de hipoclorito de sodio 5%
(v/v), pH 12.0, separacion del precipitado, lavado y liofilizado del producto final

de PHB” (Ortega Arias Carbajar & Bell Garcia, 2014).

Otro procedimiento desarrollado por Chavati y colaboradores es:

“ El sedimento obtenido fue lavado varias veces con Tris 0.05M, pH 7.5 o agua
destilada, tratada con hipoclorito de sodio 0.5% + EDTA a 37°C durante 1 — 2
horas, diruptado, el precipitado de PHB lavado con agua, acetona y alcohol, secado

hasta peso constante” (Ortega Arias Carbajar & Bell Garcia, 2014).

El rendimiento del método utilizando surfactante e hipoclorito de sodio al 5% se
obtienen purezas entre 97 y 98%, a diferencia con células tratadas solo con

surfactante la cual reporto una pureza 10% menor.

Extraccion con solventes organicos

Debido a la naturaleza lipidica del PHAs se justifica el uso de solventes organicos
para aislamiento y purificacion, el cual tiene como principio la solubilizacion de
los granulos de PHAs con cloroformo, cloruro de metileno y precipitados con
metanol o etanol, seguidos de lavado con otros solventes. Una de la metodologia
que se usa frecuentemente en extraccion de PHA es el uso de compuestos clorados

especialmente la técnica de hipoclorito y cloroformo.
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2.2.1.11 Aplicaciones biotecnoldgicas

2.3

Fabricacion de objetos, envases y envoltorios

Se puede usar en objetos que se usan cotidianamente como envases y botes de
champu, también como films de embalaje, otros como articulos desechables como

envases cosmeéticos, tazas, tapas etc.
Materiales para bio-implantes y dispositivos médicos

Se utilizan para desarrollar dispositivos médicos, en las cuales encontramos como
productos finales para suturas, placas de hueso, mallas quirdrgicas, valvulas y

dispositivos cardiacos etc.
Fuente de biocombustible

Otro punto importante dentro de los PHAs es el uso como biocombustibles debido
a la semejanza entre las moléculas del biopolimero y los metil ésteres de acidos
grasos que forma parte del biodiesel. Comparando los resultados con otras
propiedades que se usan para determinar el potencial del combustible da valores
entre 27 y 30 kJ/h igualando a lo producido por el biodiesel que es de 30 0 35 kJ/h,

haciéndolo una buena alternativa competitiva.

Definiciones conceptuales (definicion de términos basicos)

Polihidroxialcanoatos: Son polimeros de &cidos hidroxialcanoicos que algunas
bacterias, arqueas y microalgas acumulan intracelularmente como material de

reserva, para usarlo posteriormente como fuente de carbono.

Polimeros: Son macromoléculas formadas por la unidon mediante enlaces

covalentes de una 0 mas unidades simples llamadas monomeros.
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Biopoliésteres: Polimeros biodegradables que se pueden sintetizar de varias
maneras, incluyendo la condensacion directa de alcoholes y &cidos, apertura de

anillo (ROP), y las reacciones de polimerizacién catalizada por metales.

Polimerizacién: Proceso mediante el cual las moléculas simples, iguales o
diferentes, reaccionan entre si por adicion o condensacion y forman otras moléculas

de peso doble, triple, etc.

Mondmero: Molécula simple, generalmente de peso molecular bajo, que forma

cadenas lineales o ramificadas de dos, tres 0 mas unidades.

Hidroxilo: Es un grupo funcional formado por un atomo de oxigeno y otro de
hidrogeno, caracteristicos de los alcoholes, fenoles y acidos carboxilicos entre otros

compuestos organicos.

Enzimas: Son moléculas orgéanicas que actian como catalizadores de reacciones
quimicas, es decir, aceleran la velocidad de reacciéon. Comunmente son de

naturaleza proteica, pero también de ARN.

Citoplasma: Parte de la célula que rodea el nicleo y que esta limitada por la

membrana exterior.

Fosfolipidos: Son un tipo de lipidos saponificables que componen las membranas
celulares, compuesto por una molécula de alcohol, a la que se unen dos acidos

grasos.

Polietileno: Polimero preparado a partir de etileno.

Biodegradable: Adjetivo que permite calificar a la sustancia que se puede degradas

mediante el accionar de un agente bioldgico.
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Biocompatible: Capacidad de un biomaterial para desempefiar la funcion deseada

de acuerdo al procedimiento, sin provocar ningun efecto indeseable.

Microorganismo: También Ilamado microbio, es un ser vivo, 0 un sistema

biol6gico que solo puede visualizarse con el microscopio.

Biomasa: Cantidad total de materia viva presente en una comunidad o ecosistema.

Temperatura de fusion: Se define como la temperatura a la que se produce la

transicion de fase del estado sélido al liquido a presion atmosférica normal.

Temperatura de transicion: Es la transicion gradual y reversible en materiales
amorfos, desde un estado “vitreo” duro y relativamente quebradizo a un estado

Viscoso 0 gomoso a media que aumenta la temperatura.

Fuerza mecanica: Se denomina a cualquier accion o influencia capaz de modificar
el estado de movimiento o de reposo de un cuerpo, es decir, de imprimirle una

aceleracion modificando su velocidad.

Elastdbmeros: Son aquellos tipos de compuesto que incluye no metales en su

composicion y que muestra comportamiento elastico.

Homopolimero: Polimero constituido por la repeticion de un inico monémero.

Copolimero: Polimero constituido por dos 0 mas monomeros.

Fermentacién: Proceso bioquimico por el que una sustancia organica se

transforma en otra, generalmente mas simple, por la accion de un fermento.

Sudan B: Es un no fluorescente, relativamente termoestable utilizado para la
tincién de neutros triglicéridos y lipidos en secciones congeladas y algunas

lipoproteinas en secciones de parafina.
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Lipido: Grasa, sustancia organica insoluble en agua que se encuentra en el tejido

adiposo y en otras partes del cuerpo de los animales, asi como en los vegetales.

EDTA: También denominado &cido etilendiaminotetraacético, es una sustancia
utilizada como agente quelante que puede crear complejos con un metal que tenga

una estructura de coordinacion octaédrica.

Bisulfito de sodio: Se trata de una sal &cida muy inestable que al reaccionar con el

oxigeno se convierte en sulfato de sodio.

Hipoclorito de sodio: Es un compuesto quimico fuertemente oxidante, contiene
cloro en estado de oxidacion; debido a esa caracteristica se utiliza como

desinfectante.

Centrifugacién: Es un método por el cual se pueden separar solidos de liquidos de

diferente densidad por medio de una fuerza giratoria.

Surfactante: Son compuestos organicos anfifilicos que en medios acuosos migran
hacia las superficies acuosas para que su componente hidrosoluble permanezca en

la fase acuosa y el hidrofobo quede fuera de esa fase.

Liofilizado: Es un proceso de conservacién de los alimentos en el que se congela

y se descongela el alimento pasando por el vacio y a presion atmosférica baja.

Solvente organico: Son compuestos organicos volatiles que se utilizan solos o en
combinacion con otros agentes, para disolver materias primas, productos o
materiales residuales, utilizdndose como agente de limpieza, para modificar la

viscosidad, como agente tensoactivo, como plastificante, como conservante, etc.

Compuesto clorado: Es un compuesto quimico organico, es decir, compuesto por

un esqueleto de atomos de carbono, en el cual, algunos de los &tomos de hidrdgeno
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unidos al carbono, han sido reemplazados por &tomos de cloro, unidos por enlaces

covalentes al carbono.

Cloroformo:

Metanol: Liquido incoloro y muy téxico, obtenido por destilacion de la madera a
baja temperatura 0 median la reaccion del monéxido de carbono y el hidrégeno,
que se emplea para desnaturalizar el alcohol etilico y como aditivo de combustibles

liquidos.

Etanol: Compuesto quimico conocido como alcohol etilico, es un alcohol que en
condiciones normales de presion y temperatura se presenta como un liquido

incoloro e inflamable con una temperatura de ebullicion de 78.4°C.

Biocombustible: Es una mezcla de sustancias organicas que se utiliza como

combustible en los motores de combustion interna.

Biodiesel: Es un liquido que se obtienen a partir de lipidos naturales como aceites
vegetales o grasas animales, con o sin uso previo, mediante procesos industriales
de esterificacion y transesterificacion y que se aplica en la preparacion de sustitutos

locales o parciales del petrodiésel o gasoleo.

28



2.4 Operacionalizacion de las variables

Tabla 2-1

Tabla de operacionalizacion de variables

Variables Definicion Conceptual Definicion Operacional Dimension
Para el aprovechamiento de la lisis Condiciones ambientales
La aplicacién de la extraccion celular, la extraccion por solvente es Equipos de aplicacion o
N . licable a las células una vez e Materiales y reactivos de aplicacion de
Aplicacion del por solventes se da debido a la aplicable a las células una ve método y P

método de extraccion
por solventes

Obtencidn de
polihidroxialcanoatos

Fuente 2-1 Propia

naturaleza lipidica de los
granulos de PHAs para poder
aislarlo y purificarlo

Los polihidroxialcanoatos son
poliésteres 6pticamente activos
de naturaleza lipidica que se
acumulan en el citoplasma de
algunos microorganismos

centrifugadas para dar comienzo a la

dispersién que dejo la lisis celular y

emplear el solvente para la extraccion

del biopolimero con un alto grado de
pureza.

Las bacterias producen
polihidroxialcanoatos como
mecanismo de almacenamiento de
carbono y energia

Variables de proceso
Cantidad de reactivos
Procedimiento experimental
Rendimiento de método

Microorganismos acumuladores de
PHAs

Condiciones ambientales

Materiales y reactivos de produccion de
PHAs



Capitulo 111: METODOLOGIA
3.1 Disefio metodolégico
3.1.1 Tipo de Investigacion
e Aplicada
3.1.2 Nivel de Investigacion
e Correlacional
3.1.3 Disefio
e Experimental
3.1.4 Enfoque
e Cuantitativo
3.2 Poblacion y muestra

3.2.1 Paoblacion

e Microorganismos acumuladores de PHAs

3.2.2 Muestra

e Microorganismos acumuladores de PHAs clasificados por la empresa Agro

Industrial Paramonga S.A.A.

3.3 Técnicas e instrumentos de recoleccién de datos

3.3.1 Técnicas a emplear
e Observacion experimental
3.3.2 Descripcion de los instrumentos

¢ Hoja de registro de datos

3.4 Técnicas para el procesamiento de la informacion

¢ Organizadores visuales (Tablas, listas y gréaficos)
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4.1

411

412

Capitulo IV: RESULTADOS

Método de obtencion de resultados

Reactivacion de las cepas

Las cepas utilizadas para el estudio fueron aisladas previamente de los suelos de
Paramonga y pertenecen al laboratorio de microbiologia de Agro Industrial
Paramonga S.A.A.

Las muestras de cepas fueron sometidas a proceso de crecimiento de biomasa y
control de contaminantes, para luego ser puestas a proceso de extraccion y
posteriormente cuantificarlos.

El medio que se usé para el crecimiento fueron los medios minimos de sales, el
medio de caldo de fermentacion, caldo nutricio, el medio de caldo de melaza y
medio caldo sin sales.

Extraccion de PHAs

4.1.2.1 Clasificacion de microorganismos acumuladores de PHAs

Una vez sometidas a las pruebas de crecimiento de biomasa y control de
contaminantes, se eligieron las cepas adecuadas con valores Optimos y con
posibilidad de acumulacién de PHAs.

Las cepas seleccionadas (C6, C7, C8) se trasladaron al laboratorio de quimica de la

empresa Agro Industrial Paramonga S.A.A. para su extraccion y cuantificacion.

4.1.2.2 Extraccion por solventes

La extraccion de PHAs es un paso importante en los procesos de produccion de
polihidroxialcanoatos, por esta razon se decide evaluar el método de extraccion

empleando las cepas seleccionadas (C6, C7 y C8).
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Se extrajeron 50 mL de muestra de cada ensayo la cual ha estado cultiva a 32°C y
en diferente medio de cultivo (caldo melaza y caldo minimo de sales y caldo
nutricio) con la finalidad de evaluar el método de extraccion a diferentes
condiciones de cultivo.
Para el método se tomaron 10 ml de muestra de cada cepa de acuerdo al medio de
cultivo y se colocaron en tubos de ensayos previamente pesados para centrifugar a
4700 RPM por 20 minutos.
Se descarto el sobrenadante y se agregé 3 ml de hipoclorito de sodio concentrado
al sedimento (pellet), la cual se dejé incubando a 37°C por 2 horas.
Pasado el tiempo de incubacion se centrifugd a 4700 RPM por 20 minutos y el
pellet obtenido se suspendi6 en cloroformo puro y se coloc6 en la mufla 60°C por
15 horas para acelerar el proceso de volatilizacion del solvente.

4.1.2.3 Cuantificacién de PHAs
Finalmente, una vez pasada las 15 horas se deja enfriar en el desecador y se procede
a realizar el pesaje correspondiente para determinar por gravimetria la cantidad de

PHAs obtenido por muestra a diferentes medios de cultivo.
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4.2 Anadlisis de resultados

4.2.1 Clasificacion de microorganismos a evaluar

Tabla 4-1

Tabla de microorganismos evaluados

# Prueba Microorganismo

1 AZO(X)
2 BH1
3 BH2
4 BH3
5 CONTROL
6 CQ1
7 CQ2
8 CQ3
9 M1
10 M3
11 RZ3
12 AZO(X)
13 BH1
14 BH2
15 BH3
16 CONTROL
17 CQ1
18 CQ2
19 CQ3
20 M1
21 M3
22 RZ3

Fuente 4-1 Propia



4.2.2 Resultados de las pruebas de extraccion

Tabla 4-2

Tabla de experimentos realizados y promedios

Medio Bacteria Peso de tubo de ensayo (gramos) Peso de tubo final (gramos) Peso de PHA en gramos/10 mi

gramos de PHA/L

Caldo nutricio

Medio sin sales

Medio con sales

Fuente 4-2 Propia

0O NO 0 ~NJOoO 0o~

3.5046
3.5033
3.4795
3.4654
3.4767
3.505
3.8072
3.4217
3.4843

3.5378
3.5202
3.4972
3.4774
3.4885
3.5168
3.8371
3.4408
3.4981

0.0332
0.0169
0.0177
0.012
0.0118
0.0118
0.0299
0.0191
0.0138

3.32
1.69
1.77
1.2
1.18
1.18
2.99
1.91
1.38
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GRAFICA DE COMPARACION EXPERIMENTAL

Medio con sales - 8 1.38
Medio con sales - 7 1.91
Medio con sales - 6 | 2 99
Medio sin sales - 8 1.18
Medio sin sales - 7 1.18
Medio sin sales - 6 || NN NN ..
Caldo nutricio - 8 1.77
Caldo nutricio - 7 1.69
Caldo nutricio - 6 |, 3.32
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5

gramos PHA/L

m Caldo nutricio - 6 Caldo nutricio - 7 Caldo nutricio - 8 = Medio sin sales - 6 = Medio sin sales - 7
Medio sin sales - 8 m Medio con sales - 6 m Medio con sales - 7 = Medio con sales - 8

llustracion 1 Cuadro de resumen de experimentos
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5.1

.11

5.1.2

Capitulo V: DISCUSION

Discusioén de resultados

Seleccion de microorganismos acumuladores de PHAs
La seleccion de microorganismos para la produccion de biopoliésteres (PHAS)
incluyen multiples factores, la cual se encuentra la diversidad del sustrato, su

crecimiento, y produccion del polimero.

Del grupo de microorganismos que fueron evaluados se tomo en consideracion la
evaluacion de sustrato y el crecimiento de biomasa, asi como también la saturacion
por dias de crecimiento en la cual se eligié los microorganismos clasificados como

C6, C7yC8.

Estos microorganismos seleccionados obtuvieron una adaptacion al sustrato y un
alto crecimiento de biomasa, asi como también se observo la produccion del

polimero a través del método de coloracion Sudan Negro B.

Condiciones ambientales de desarrollo

La produccion del microorganismo se dio en un ambiente controlado dentro del

laboratorio de microbiologia.

La extraccion del polimero desde su traslado hasta su extraccion se dio a
condiciones ambientales controlables dentro del laboratorio de quimica y en el

laboratorio de calidad.

Se tomd estas medidas para poder evitar cualquier variabilidad en los futuros

resultados.
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5.1.3

5.1.4

5.15

Equipos para el método de extraccion por solventes

Centrifuga

Segun (Gonzalez Gutiérrez, 2008) nos indica que la muestra debe ser centrifugada
a 4700 RPM durante 15 minutos; aunque la centrifugadora usada en el
procedimiento es de RPM indefinidos, se opt6é por centrifugarlo por 20 minutos

tomando en cuenta la observacion del sedimento al finalizar cada ensayo.

Mufla

Segin (Gonzélez Gutiérrez, 2008) nos indica utilizar una incubadora y una
campana de extraccion como indica (Rawte y Mavinkure, 2002) para seguir el
desarrollo del procedimiento de extraccion; se opté por acondicionar la mufla de
acuerdo a las condiciones adecuadas para el procedimiento danto resultados

favorables para el desarrollo del proceso.

Materiales y reactivos para el método de extraccion por solventes

Los materiales utilizados en el desarrollo del procedimiento se limpiaron y
desinfectaron antes de comenzar el procedimiento, con la finalidad de evitar

cualquier variacion a la muestra debido a que esta es bioldgica.

En cuanto a los reactivos se trabajo con hojas de seguridad necesaria para su

almacenamiento, utilizacion y desecho de estos.

Cantidad de reactivos para el método de extraccidn por solventes

La cantidad de reactivos usados para el procedimiento se calculd de acuerdo a las
muestras a analizar, segin (Gonzélez Gutiérrez, 2008) trabaja con una muestra de

50 ml, con 15 ml de hipoclorito de sodio y cloroformo necesario para la solubilidad.
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5.1.6

Para evitar cualquier variacion entre ambos procedimientos se procedi6 a calcular

la cantidad de reactivos necesarios.

En nuestro caso se trabajo con 10 ml, cantidad maxima de los tubos centrifuga
usados para el procedimiento, 3 ml de hipoclorito de sodio y 3 ml de cloroformo

segun nos indica (Molina Viramontes, 2016).

Procedimiento adecuado para desarrollar el método de extraccion por
solventes
Se tomo con referencia el procedimiento descrito por (Gonzélez Gutiérrez, 2008),

la cual fue validada por el centro de investigaciones bioldgicas del noroeste, S.C.

Se modifico el procedimiento sin mucha variabilidad de acuerdo a los equipos,

materiales y reactivos que se tienen en los laboratorios.

Es por eso que el procedimiento que se siguié fue el siguiente:

Primero se toma 10 ml del medio de cultivo y colocarlo en tubos de centrifuga
previamente pesado, luego centrifugar a 4700 RPM por 20 minutos, al finalizar
descartar sobrenadante y agregarle 3 ml de hipoclorito de sodio concentrado. Luego
incubar a 37°C durante 2 horas para luego centrifugarlo a 4700 RPM por 20
minutos y suspender en cloroformo. Para finalizar secar la muestra colocando en

mufla a 60°C durante 15 horas, realizar el pesado de la muestra y anotarlo.
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5.1.7

5.1.8

Rendimiento del método de extraccion por solventes

Se le realiz6 la prueba 9 veces de las cuales se tuvieron que el caldo nutricio con
microorganismo (C6) se obtuvo el mayor valor (3.32 g/L), seguido por el medio
con sales (C6) con la cual se obtuvo (2.99 g/L); en el caso del medio sin sales se
obtuvieron resultados sin mucha variabilidad entre su 3 repeticiones (C6, C7 y C8)

danto resultados 1.2, 1.18 y 1.18 g/L respectivamente.

Diferencias de resultados bajo el método de extraccién por solventes
Segun (Gonzélez Gutiérrez, 2008) nos indica que, entre ambos métodos
desarrollados, el método por solventes logra una recuperacion mayor que la

extraccion con SDS la cual se recuperaron 1.72 g/L y 1.00 g/L respectivamente.

Segun (Molina Viramontes, 2016) nos indica que sus maximos valores obtenidos
bajo el método de extraccion por solventes en medio CAC°(medio CAC in extracto
de levadura) fue de 2.9 g/L y en un medio CAC sin pulsos fue de 2.20 g/L y en un

medio sin pulsos fue de 3.02 g/L.

Segun (Garnique Capufiay & Sandoval Sanchez, 2016) nos indica que a partir de
microorganismos aislados de la cafia de azlcar se obtiene una produccion maxima
de 0.308 g/L y un valor minimo de 0.087 g/L, valores que van de acuerdo a la

seleccion de generacion de biomasa.

El proyecto de investigacion dio como resultados valores entre 3.32 g/L
(microorganismo C6) y 1.2 g/L (microorganismo C8), estos valores comparados
con otros trabajos mencionados anteriormente pueden competir en un escalamiento
industrial aplicando un disefio factorial adecuado para poder determinar los valores

criticos y optimizar la produccion y minimizar gastos economicos.
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6.1

Capitulo VI: CONCLUSIONES Y
RECOMENDACIONES

Conclusiones

La aplicacion del método de extraccion por solventes para obtener
polihidroxialcanoatos (PHAS) a partir de microorganismos aislados de los suelos
de Paramonga es viable y da resultados competitivos con otros trabajos
mencionados, asi como también la posibilidad de competir industrialmente en

produccidn de biopolimeros.

La evaluacion de microorganismos determind que es posible utilizar 3 tipos de
microorganismo (C6, C7 y C8) las cuales dieron valores 6ptimos en adaptacion y

produccion de PHAs.

Las condiciones ambientales a las cuales se desarrollé el procedimiento, fueron
efectivos, mostrando resultados competitivos con respecto a otros trabajos

mencionados.

La adaptacidn de equipos, materiales y reactivos en el desarrollo del procedimiento
experimental resultaron viables, tomando en consideracion las condiciones de

trabajo donde se desarroll6 el experimento.

El establecimiento de un procedimiento para desarrollar el método de extraccion
por solventes, resultd ser efectivo debido a los cambios que se tuvieron que aplicar

para realizar las pruebas con las minimas variabilidades posibles.

El método logro valores maximos de 3.32 g/L y valores minimo de 1.02 g/L
teniendo como rendimiento minimo de 30% con respecto al valor maximo y un

rendimiento de 86 % con respecto a otros trabajos mencionados.
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6.2 Recomendacioén

La seleccién de microorganismos se debe tener en cuenta la produccion de PHAs ,
en un microscopio electrénico no se puede apreciar de manera clara la acumulacién

de PHAs , como lo haria una barrido de la muestra.

La toma de muestra se debe homogenizar y crear un ambiente de esterilidad antes

de traspasar hacia los tubos de ensayo.

El método de extraccidn por solventes se debe tener en consideracién el uso de
EPPs adecuados en todo momento, debido a la contaminacion de la muestra y la

exposicion al cloroformo.
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ANEXOS

ANEXO A



8.1 Matriz de Consistencia

Problema

Objetivos

Variable y Dimensiones

Metodologia

Formulacion del problema
Problema General

e ;Se podra aplicar el método de extraccion
por solventes para obtener
polihidroxialcanoatos (PHAS) a partir de
los microorganismos acumuladores de
PHAs clasificados por la empresa Agro
Industrial Paramonga S.A.A.?

Problema Especificos

. ¢Cudles son los microorganismos
acumuladores de PHAs para aplicar el
método de extraccion por solventes?

e ;Cudles son las condiciones ambientales
necesarias para aplicar el método de
extraccion por solventes?

. ¢ Qué equipos son necesarios para
desarrollar el método de extraccion por
solventes?

. ¢ Qué materiales y reactivos se necesitan
para el proceso experimental?

. ;Se podra determinar la cantidad de
reactivos para un proceso experimental
adecuado?

. ¢ Cual es el procedimiento adecuado para
desarrollar el método de extraccion por
solventes?

. ¢Cuanto es el rendimiento del método con
respecto a la muestra procesada?

. ¢De acuerdo a los resultados cual es la
diferencia que existe con respecto a otros
trabajos usando el método de extraccion?

Obijetivos de la Investigacion
Objetivo General

e  Aplicar el método de extraccion por
solventes para obtener
polihidroxialcanoatos (PHAs) a partir de
los microorganismos acumuladores de
PHA s clasificados por la empresa Agro
Industrial Paramonga S.A.A.

Objetivo Especifico

. Clasificar los microorganismos
acumuladores de PHAs que se van a
utilizar para aplicacion del método de
extraccion.

. Evaluar las condiciones ambientales
necesarias para aplicar el método de
extraccion.

. Seleccionar los equipos necesarios para
desarrollar el método de extraccion.

e Seleccionar los materiales y reactivos
necesarios para desarrollar le método de
extraccion.

. Determinar la cantidad de reactivo para
desarrollar el proceso experimental.

e  Establecer el procedimiento para
desarrollar el método de extraccion.

e  Calcular el rendimiento del método de
extraccion por solventes.

e Comparar el rendimiento del proceso
con respecto a otros trabajos usando el
método de extraccion por solventes.

Variable Independiente

Aplicacién del método de
extraccion por solventes

Dimensiones:

. Condiciones
ambientales

e  Equipos de aplicacion

. Materiales y reactivos
de aplicacion de
método

e  Variables de proceso

e  Cantidad de reactivos

. Procedimiento
experimental

. Rendimiento de
método

Variable dependiente

Obtencion de
polihidroxialcanoatos

Dimensiones:

e  Microorganismos
acumuladores de
PHAs

. Condiciones
ambientales

. Materiales y reactivos
de produccién de
PHAs

Disefio metodolégico
Tipo de Investigacion

e  Aplicada
Nivel de Investigacion

. Correlacional
Disefio

. Experimental
Enfoque

. Cuantitativo
Poblacién y muestra

Poblacion

. Microorganismos acumuladores de PHAS
Muestra

. Microorganismos acumuladores de PHAS
clasificados por la empresa Agro
Industrial Paramonga S.A.A.
Técnicas e instrumentos de recoleccion de datos

Técnicas a emplear

e Observacion experimental
Descripcion de los instrumentos

. Hoja de registro de datos
Técnicas para el procesamiento de la informacion

. Organizadores visuales (Tablas, listas y
gréficos)
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ANEXO B



llustraciéon 2 Muestras de PHA
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llustracién 3 Muestra de PHA
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lustracion 4 Tubos de centrifuga
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lustracion 5 Pesaje de tubos centrifuga
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llustracién 6 Toma de muestra de 10 ml de cultivo de PHA
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llustracién 7 Toma de muestra de 10 ml de cultivo de PHA
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lustracion 8 Tubos de centrifuga con muestra de 10 ml de cultivo de PHA
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llustracion 9 Primera centrifugacion del proceso para separar pellets de sobrenadante

llustracion 10 Tubo de centrifuga con muestra centrifugada
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lustracion 11 Tubo centrifuga con muestra separada
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llustracion 12 Tubo centrifuga con pellets sin sobrenadante

56



lustracion 13 Tubo centrifuga con pellet e hidréxido de sodio concentrado
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lustracion 14 Tubos centrifuga con pellets e hipoclorito de sodio concentrado

llustracion 15 Tubo centrifuga en mufla para proceso de incubacion durante 2 horas
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lustracion 16 Segunda centrifugacion para separar células sometidas a lisis celular
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llustracion 17 Tubos centrifuga después de centrifugar

llustracion 18 Tubos centrifuga con cloroformo para solubilizacion de PHA

60



lustracion 19 Muestra después de 15 horas de secado a 60°C ensayo 1
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Iustracion 20 Muestra después de 15 horas de secado a 60°C ensayo 2
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lustracion 21 Muestra después de 15 horas de secado ensayo 3
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