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RESUMEN.

Actualmente la industria de alimentos, es una de las de mayor generacion de residuos en sus
diferentes niveles, producciéon primaria, procesamiento y pos consumo. En este sentido, la
industria de pifia y yuca, no son la excepcion, y generan residuos por producto dafiado en
poscosecha. Sin embargo estos residuos agroindustriales son de potencial uso, dado su contenido
de carbohidratos, los cuales son susceptibles de transformacién en azucares y estos a su vez, ser
usados para la produccion de materiales tales como los Polihidroxialcanoatos (PHAs). Los PHAs son
biopolimeros biodegradables con propiedades similares a los polimeros derivados del petrdleo,
pero con la ventaja de tener aplicaciones en la industria de farmacia, alimentos y biomedicina,
ademas de ser biodegradables. El objetivo de la presente investigacion fue extraer y caracterizar
estructuralmente un PHA, obtenido de residuos de cascaras de yuca y pifia mediante procesos de
fermentacién con la cepa Ralstonia eutropha y su aplicacion en la fabricacién de fibras por
electrospinning. La metodologia incluyd la fermentacion de los residuos de cascara de pifia y yuca
bajo diferentes condiciones variando el pH, tiempo de fermentacidon (TF), y las relaciones
Carbono/Fosforo y Carbono /Nitrégeno. Posteriormente de la extraccion del PHA, se caracterizd
mediante técnicas como el FTIR, DSC, GC-MS y RMN. Las fibras se obtuvieron por electrospinning
para el PHA extraido de los residuos de cascara de yuca. Como resultados principales se obtuvo
que las mejores condiciones de fermentacién para la producciéon de PHAs, para el caso de la pifia
fueron con pH=9, C/N=11, C/P= 6 (relaciones masicas) y un TF de 60 horas y para la yuca con pH=9,
C/N=11, C/P=7 y TF de 60 horas. Los analisis del FTIR muestran que en general todos los espectros
tienen los grupos funcionales caracteristicos propios de un PHA, tales como grupos OH, C-H, C=0,
C-0. Los termogramas obtenidos con el DSC, mostraron que los PHAs tienen diferentes
temperaturas de fusidn, entre 110 a 165°C. Con respecto a los analisis de GC-MS, se encontraron
relaciones masa/carga que varian entre 117, 131, lo que corresponde a estructuras de un PHB y
PHV respectivamente para ambos tipos residuos. Finalmente en los andlisis de RMN !H, se pudo
corroborar la presencia de dos cadenas de polimeros (PHB y PHV); para el caso del PHB los grupos
CHs; y CH mostraron desplazamientos de 1.26 y 5.34 ppm; en tanto que para el PHV los
desplazamientos asociados a los grupos CHs y CH fueron 0.88 y 5.27 ppm, respectivamente. Con
respecto al diametro de las fibras alineadas y aleatorias en promedio fue de 1.7 micras. En general
se puede concluir que es posible obtener Polihidroxialcanoatos a partir de residuos de cascara de
yuca y pifna, a través de procesos de fermentacion, utilizando la bacteria Ralstonia eutropha, los
cuales tienen caracteristicas similares a los Polihidroxialcanoatos comerciales. Ademas es posible
obtener fibras de tamafio micrométrico a partir del PHA obtenido de los residuos de yuca, por
medio de la de la técnica del electrospinning.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

La industria del banano lleva posicionada en el Urabd Antioqueiio alrededor de unos 50 afios
(Agudelo, 2011), lo que ha hecho que sea una regién de un solo cultivo, lo cual puede ser de
alguna manera negativo ya que la poblacidon no tiene otras formas de diversificacion de la
economia. En este sentido y para diversificar los procesos de produccidn de esta zona del pais, se
han empezado a impulsar cultivos de yuca, pifia, pescados, algunas especias y finalmente la
ganaderia (Caballero, 2008; Portafolio, 2006).

Dentro de estos ultimos los de mayor crecimiento ha sido la yuca y la pifia, pero para que se dé un
desarrollo completo de estas cadenas agroindustriales, es necesario que estén apalancadas con
aplicaciones tecnoldgicas que los hagan competitivos y que les permitan usar la mayor cantidad
del recurso y obtener diferentes productos de valor agregado, ademas de los alimentos en si
(Ceballos y Ospina, 2002; Olmos, 2015). Es asi como muchas de las agroindustrias nacientes,
generalmente no hacen una buena gestidon de residuos sdlidos, ya que los ven como simples
desechos sin valor agregado, generando contaminacion de suelos y aguas debido a los lixiviados
gue estos generan, ademas los residuos mal manejados son generadores de plagas como
sancudos, y malos olores; por ende estos desechos se convierten en un problema ambiental
(Montalvo, 2001; Solorzano, 2003).

Estos materiales de desecho contienen altos porcentajes de carbono y altas relaciones C/N que
favorecen la proliferacion microbiana, adicionalmente, la presencia de elementos tales como
potasio, magnesio, fésforo, hierro y otros en forma de sales garantizan un medio propicio para su
crecimiento (Yepes et al.,, 2008). Dentro de las multiples aplicaciones que se pueden proponer
para el uso amigable ambientalmente de los residuos de pifia y yuca se puede nombrar la
obtencidn de biopolimeros (polihidroxialcanoatos, PHAs), materiales que presentan un alto valor
agregado debido a que en cuanto a su resistencia mecanica son comparables a los polimeros
convencionales como el polipropileno pero son completamente biodegradables bajo condiciones
ambientales normales, presenta un alto potencial, dado su impacto econémico y ambiental
favorable (Steinblichel, 2001).

Los materiales plasticos son parte de la vida diaria, en diferentes formas: utensilios desechables,
en empaques, en muebles, accesorios para la vivienda, y son usados para mejorar la calidad vida y
el confort. El uso de los plasticos ha crecido en las Ultimas décadas, alrededor de 150 millones de
toneladas de plasticos son consumidos anualmente en el mundo entero, por ejemplo en Estados
Unidos y algunos paises Europeos el consumo anual per capita oscila entre 60 y 80 Kg (Géngora
2014). Como resultado de esta gran cantidad de plastico usado y dada su baja tasa de
degradacion, en promedio 100 afos, se generan serios problemas ambientales relacionados con la
disposicion de los desechos, los cuales saturan los rellenos sanitarios, los rios y mares (Perdomo,
2002).

Aungue a través del reciclaje muchos de los materiales son recuperados y reincorporados a ciclos
de produccidn industrial, tal como ocurre con los metales, por ejemplo, en el caso de los polimero
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el panorama no es tan alentador puesto que los polimeros por cada ciclo de procesamiento
pierden propiedades y esto hace que cada vez que se reciclen sean empleados en una aplicacion
en donde se requiera un menor desempeno mecanico, adicionalmente, los procesos de separacion
e identificacién de los plasticos son complicados, la mala separacidon puede llevar a que se
obtengan materiales que no cumpla con las caracteristicas requeridas para la aplicacién especifica
(Singh et al., 2016).

El uso de materiales poliméricos biodegradables es una alternativa frente a los serios problemas
de degradacidn asociados con los polimeros convencionales. Por ejemplo, polimeros como el acido
polilactico y algunos polihidroxialcanoatos presentan propiedades mecdanicas equiparables a
polimeros tales como polipropileno (Ojumo et al., 2014; Steinbiichel y Flichtenbusch, 1998;
Sudesh et al., 2000). Sin embargo, una de los principales desafios asociados a la masificacién de los
biopolimeros es su alto costo (Choi y Lee, 2000). En el caso especifico de los polihidroxialcanoatos,
el alto costo se debe a los sustratos y a los procesos de extraccién del polimero de la biomasa
(Dietrich et al., 2016).

En definitiva, hay dos problemas grandes, el primero de ellos es la mala disposicidon de residuos
solidos que existen en las nuevas industrias que crecen en el Urabd, como es la de la pifa y la
yuca; por otro lado se tiene los plasticos de origen petroquimico, los cuales tienen baja tasa de
degradacion y que dia a dia se acumulan mds; en ambos sentidos se afecta la salud de planeta.

El objetivo de la presente propuesta fue explorar la produccién de PHAs, a partir de los residuos
hidrolizados de cascaras de pifia y yuca, por medio de procesos de fermentacidon con la bacteria
Ralstonia eutropa; ademds de realizar una caracterizacion de los PHAs obtenidos por técnicas
tales como FTIR, DSC, GCMS y RMN, para poder establecer caracteristicas estructurarles y térmicas
de los PHAs obtenidos. Finalmente buscar una aplicacion de los biopolimeros obtenidos que tenga
posibilidades de uso en la industria de biomedicina.

HIPOTESIS

A partir de residuos agroindustriales de yuca y pifia es posible obtener PHAs por procesos de
fermentacién bacteriana.
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1. MARCO TEORICO.
1.1 YUCA.
1.1.1 Generalidades.

La yuca (Manihot esculenta Crantz) también conocida como mandioca (manioc) y casaba (cassava)
es originaria de la regidn amazdnica y se han encontrado muestras que datan del afio 800 A.C. Con
el descubrimiento de América, el cultivo de la yuca se extendié rapidamente a Africa y Asia, siendo
actualmente, estos continentes los mayores productores. La temperatura media ideal para su
desarrollo oscila entre los 18°C y los 35°C y la temperatura minima que puede tolerar es de 10°C.
Bajo estas condiciones puede desarrollarse en alturas de hasta 2.000 metros, con una
precipitacion minima de 500 milimetros por afio (Bajes, 1998).

La yuca junto con el maiz, la cafia de azlcar y el arroz, constituyen las fuentes de energia mas
importantes en las regiones tropicales del mundo. Aunque el principal producto de la yuca es las
raices, las hojas de la yuca también tienen un excelente potencial y son extensivamente utilizadas
en Africa y Asia, ya sea para la alimentacién animal o humana. Finalmente, la yuca es el cuarto
producto basico mas importante después del arroz, trigo y maiz, siendo un componente basico en
la dieta de mds de 1000 millones de personas (Ceballos 2002).

En general la raiz de la yuca se compone de tres tejidos: el periderma o cascarilla, el parénquima
cortical o corteza y el parénquima interior (Figura 1).El 80% del peso fresco de la raiz, corresponde
a la pulpa, que es el tejido en que la planta almacena el almiddn, en tanto que el contenido de
materia seca de la raiz fluctia entre el 30% y el 40% (Alarcon y Dufour, 1998).Las raices de yuca
tienen un alto contenido de almiddn, que las convierte en buena fuente de energia.También tiene
un contenido relativamente alto de vitamina C (Bajes, 1998).

Feriderma o
/v' cascarilla

., Parénquima
cortical

T~ Paréi wgulma
Interkor

Figura 1.Corte transversal de la raiz de la yuca. Fuente: Alarcén y Dufour, 1998

1.1.2 Produccion de Yuca.

De acuerdo a los datos estadisticos de la FAO (2016), en su plataforma de FAOESTAT,el porcentaje
promedio de produccién de yuca por regién del mundo entre los afios 1993-2013, lo lidera Africa,
seguido de Asia, Las Américas y Oceania, que corresponde a un 53.6%, 30.5%, 15.8% y 0,1%,
respectivamente. Los datos anteriores, traducidos en Millones de Toneladas producidas equivalen
a 107.994.585,43 para el continente Africano, en tanto que Asia, Las Américas y Oceania en este
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periodo de tiempo en promedio produjeron 61.376.604,00, 31.784.122,14 y 213.592,48 toneladas,
respectivamente.

El promedio de los cinco paises con mayor produccién de yuca en el mundo, en el periodo de
1993-2013, lo lidera Nigeria, Brasil, Tailandia, Indonesia y la Republica Democratica del Congo,
estos paises en promedio lograron una produccidon en millones de toneladas de 40, 23, 23, 18 y 16,
respectivamente. En ese mismo sentido, los paises con mayores rendimientos de produccién en
Miles de Hectogramos (hg)/Ha, lo lideran India, Islas Cook, Suriname, Taiwan provincia de Chinay
Barbados, con aproximadamente 300, 210, 200, 198 y 197 Mil hg/Ha, respectivamente. En la
Figura 2, se muestra un mapa acerca de la produccién mundial de yuca.
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Figura 2. Mapa de la produccion promedio mundial de yuca entre 1993-2013. Fuente: FAO, 2016.

En América, para el afio 2007 los paises con mayor area sembrada y produccién son Brasil,
Paraguay y Colombia. El drea sembrada en estos paises es de 1.944.834 Ha para Brasil, en tanto
que Paraguay y Colombia tenian un total de 320.000 Ha y 185.000 Ha, respectivamente. Los
rendimientos en estos paises en Ton/Ha eran de 14, 15.9 y 11.35 para Brasil, Paraguay y Colombia,
respectivamente (Alzate, 2009).

En la Tabla 1, se pueden observar diferentes valores de drea sembrada, cosechada, niveles de
produccién y de rendimiento, asi como de Unidades Productoras (UP) de yuca en diferentes
Departamentos de Colombia productores de yuca para el afo 2014, esto seglun los datos
reportados por el DANE como resultado de la Encuesta Nacional Agropecuaria. Como resultados
totales se tiene que el pais tiene alrededor de unas 70000 Unidades Productoras, las cuales
produjeron aproximadamente 517.488,8 T de yuca y el total de drea cosechada de 41596.4 Ha con
un rendimiento de 395.2 T/Ha AGRONET (2016). Sin embargo la FAO (2016), reporta que la
produccién de yuca en Colombia pasé de 1. 900.190 T a 2.634.521 T en el periodo de 1993 a 2014,
en ese mismo periodo de tiempo el rendimiento del cultivo de yuca se incrementd levemente,
pasando de 101.888 hg/Ha a 102.263 hg/Ha



16

Tabla 1. Datos de Produccion de Yuca para Colombia, aiio 2014.

Departamento Area Sembrada (Ha) Area Cosechada (Ha) Produccion (Ton) Rendimiento (Ton/Ha) No.UP
Antioquia 1.591,6 803,5 7.875,4 18,6 2.563,9
Atlantico 2.292,9 1.383,6 11.361,6 14,4 1.811,9
Bolivar 14.201,2 5.268,5 52.469,4 18,2 6.093,3
Boyacd 1.502,3 408,5 3.537,3 20,4 5.782,5
Caldas 26,6 0,7 1,1 1,6 65,3
Cauca 6.136,7 3.259,8 34.202,6 20,7 9.162,9
Cesar 2.762,9 2.765,7 18.396,0 13,1 1.930,0
Coérdoba 7.044,6 2.245,3 22.116,7 18,1 7.766,2
Cundinamarca 341,9 221,2 2.607,4 18,9 1.606,4
Huila 2.246,0 587,6 1.459,7 71 1.914,9
La Guajira 2.340,1 621,8 3.848,3 12,3 789,5
Magdalena 11.301,5 4.598,0 64.428,0 17,9 3.373,9
Meta 5.983,9 7.062,1 174.104,9 50,8 1.926,9
Narifio 665,9 195,8 1.353,6 15,1 2.162,1
Norte de Santander 2.072,7 887,1 6.213,1 14,2 3.952,6
Quindio 1.454,9 1.344,7 23.363,9 37,4 203,0
Risaralda 94,3 329,5 2.424,7 7,4 162,0
Santander 1.868,1 1.167,0 13.923,8 17,3 4.118,4
Sucre 7.427,5 6.929,8 56.548,8 12,5 8.127,0
Tolima 717,5 701,0 6.924,3 11,8 1.134,4
Valle 296,1 395,6 4.511,4 27,6 679,9
Casanare 2.424,7 419,8 5.816,9 20,0 4.321,7
TOTAL 74.793,9 41.596,4 517.488,8 395,2 69.648,8

Fuente: DANE-Encuesta Nacional Agropecuaria ENA 2014, tomado de: www. agronet.gov.co

1.1.3 Aplicaciones de la Yuca.

En general las raices de la yuca que se cosechan son destinadas para el consumo humano, sin
embargo tiene usos a nivel de alimentos para animales o en la industria en general para la
producciéon de almiddn, tanto nativo como agrio; el nativo tiene aplicaciones como espesante,
aglutinante, estabilizante y mejorador de textura; por otro lado el almidén agrio se usa en la
industria panadera y de elaboracién de snacks Alzate (2009). Otras aplicaciones que se tienen para
el almiddn obtenido a partir de la raiz de yuca, es el empleo de este en la fabricacién de pegantes,
tintas y pinturas, ademas de la industria textil Bajes (1998).

La yuca, tiene diversas aplicaciones en la industria de alimentos, debido en parte a sus
propiedades fisicoquimicas. Padonou et al. (2005), analizaron 20 diferentes especies de yuca
cultivadas en Benin (Continente Africano), y encuentran contenidos de humedad, proteina, fibra y
Lipidos entre 61.3-87.1%, 1.67-3.47%, 2.63-4.92% y 0.42-0.65%, respectivamente. Sanchez et al.
(2016), determinaron el contenido de carotenoides y cianuro para diferentes variedades de yuca,
encontrando contenidos de carotenoides totales y de B-caroteno de 25.5 y 16.6 ug/g (materia
seca).

A nivel industrial el uso de la yuca, es reportado para la obtencion de nuevas formas de energia,
como son los biocombustibles, biogds y etanol; algunos de estos trabajos son descritos por
Shanavas et. al. (2011), quienes optimizaron la produccion de bioetanol obtenido a partir de
almiddn de yuca, usando enzimas amigables con el ambiente; en ese mismo sentido Elemike et. al.
(2015), utilizaron celulosa proveniente de residuos de yuca para la produccién de bio-etanol;
Moshi et al. (2014), lograron producir Biogas y Bioetanol a partir de la yuca variedad Manihot
glaziovii; Nguyen et al. (2014), lograron la produccién de etanol a partir de harina de yuca en una
planta piloto.
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Con respecto al uso de residuos agroindustriales de la yuca y en especial de la cascara, se tienen
diversas aplicaciones, las cuales incluyen produccién de acido citrico, el disefio de alimentos para
animales e incluso disefio de ladrillos para construccién. Es asi como Ismanto et al. (2010),
desarrollaron un capacitor con cascaras de yuca; Rios et al. (2012), determinaron algunas
propiedades de compresion de un ladrillo elaborado con cenizas de carbdn y cascara de yuca. Por
otro lado, Simate y Ndlovu (2015) y Kurniawan et al. (2011), utilizaron las cascaras de yuca como
absorbentes de metales pesados (Cr**, Co** y Ni). Otros autores han reportado el uso en la
obtencidn de 4cido citrico, disefio de empaques activos y alimentacién de ovejas (Adeoye et al.,
2015; Debiagi et al., 2014; Santos et al., 2015).

Por otro lado, también se ha empleado la yuca para la obtencién de biopolimeros; es asi como
Natthaporn et al. (2014) lograron obtener un Polihidroxialcanoato (PHA) a partir de almidén de
yuca, usando la cepa Cupriavidus sp. KKU38; Cristhiane et al. (2012), usaron la cepas de Bacillus
para obtener un PHA a partir de residuos de almidén de yuca y Nitinard et al. (2014), obtuvieron
un PHA en un Sistema de reactor en Batch, utilizando como sustrato el almidén de yuca.Para el
caso colombiano, se tiene un trabajo de Rojas et al. (2016), donde se usé la harina de yuca
variedad HCM1 para la obtencién de PHAs con la bacteria Ralstonia eutropa.

1.2 PINA.
1.2.1 Generalidades de la Piia.

La pifia hace parte del reino vegetal, es de la clase Angiosperma y tiene por subclase
Monocotileddénea, su origen es Farinosae de la familia de las Bromeliaceae y por género Ananas; el
nombre cientifico que recibe este fruto es el de Ananas Sativus (Estrada et al., 2010). Actualmente
existen alrededor de 1400 especies de pifia en el mundo, muchos de los miembros de esta familia
son Epifiticos, es decir, viven encima de otras plantas en zonas de clima tropical, en tanto que la
pifia crece y se desarrolla en tierra firme (Olmos, 2015).

La pifia es una planta tipica de las zonas tropicales: altura maxima de 800 msnm, temperatura
entre los 26° y 30° C y precipitacién pluvial anual entre 1.500 y 2.000 mm. En el mundo se han
identificado diferentes grupos de cultivares de pifia, como son el de la Cayenne, con las variedades
Smooth Cayenne, Champaka, Euville, Hilo y la Rotchild; el grupo denominado Queen, en el que se
destaca la variedad Victoria, la Golden MD2 la Pernambuco y la Black Riplay; y otros grupos
relevantes son el Spanish, con las variedades espafola, Blood, Puerto Rico y la perolera, de alta
presencia en Brasil y Colombia (CCl, 2002).

La pifia de buena calidad se distingue por la uniformidad de tamafio y forma, por no presentar
deterioro, quemaduras de sol, resquebrajamiento, dafios por golpes o insectos, rompimiento
interno, manchas enddgenas de color café; las hojas de la corona deben tener un color verde
intenso, tamafio mediano y estar rectas. El rango apropiado de sélidos solubles es de 11 a 18%,
acidez (principalmente acido citrico) 0.5 — 1.6% y acido ascorbico 20 — 65 mg/100 g de peso en
fresco, dependiendo de la variedad y estado de maduracidn (Misién Rural, 2008).
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1.2.2 Produccion de Pifia.

A nivel mundial, la pifia es el segundo cultivo tropical de mayor importancia después del banano,
aportando mas del 20% del volumen mundial de frutos tropicales. El 70% de la pifa producida en
el mundo, es consumida como fruta fresca en el pais que la produce. Dentro del subgrupo de
frutas tropicales, la pifia domina el comercio internacional de frutos tropicales con el 47% del
comercio total, seguida del mango con el 25%, el aguacate con el 11% y la papaya con el 7%
(Olmos, 2015).

De acuerdo a los datos estadisticos de la FAO (2016), en su plataforma de FAOESTAT, el porcentaje
promedio de produccidon de pifia por regién del mundo entre los afios 1993-2014, lo lidera Asia, las
Américas, Africa y Oceanfa, que corresponde a un 48,6; 34,1; 16,4 y 0,9%, respectivamente. Los
datos anteriores, traducidos en Millones de T producidas equivalen a 8.416.057,33 para el
continente Asitico, en tanto que, las Américas, Africa y Oceania en este periodo de tiempo en
promedio produjeron 5.893.801,29, 2.833.454,71, 153.672,33 T respectivamente.

El promedio de los cinco paises con mayor produccidon de pifia en el mundo, en el periodo de
1993-2014, lo lidera Tailandia, Brasil, Filipinas, Costa Rica e India, estos paises en promedio
lograron una produccién en Millones de T de 2.208.867,71, 2.049.503,29, 1.848.389,90,
1.331.975,24 y 1.228.214,29, respectivamente. En ese mismo sentido, los paises con mayores
rendimientos de produccion en Miles de hg/Ha, lo lideran Indonesia, Costa Rica, Benin, Panama y
Taiwan provincia de China con aproximadamente 715, 655, 482, 472 y 443 Mil hg/Ha,
respectivamente. En la Figura 3, se muestra un mapa sobre de la produccion mundial de pifia.

o,

Figura 3. Mapa de la produccion promedio mundial de piiia entre 1993-2014. Fuente: FAO (2016).

En la Tabla 2, se pueden observar diferentes valores de area plantada, area en edad productiva,
niveles de produccion y de rendimiento del cultivo de pifia en diferentes Departamentos de
Colombia, donde se reporta que el pais tiene alrededor de unas 9.340 Has sembradas, las cuales
produjeron aproximadamente unas 163.679 T de pifia con un rendimiento aproximado de 39,4
T/Ha AGRONET (2016). Sin embargo la FAO (2016), reporta que la producciéon de pifia en Colombia
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paso de 381.346 T a 643.039 T en el periodo de 1993 a 2013; en ese mismo periodo de tiempo el
rendimiento del cultivo de pifia disminuyd de 523.342 hg/Ha a 447.799 hg/Ha.

Tabla 2. Datos de produccion para el cultivo de pifia en Colombia.

Departamento Area Plantada (Ha) Area en edad productiva (Ha) Produccion (Ton) Rendimiento (Ton/Ha)
Antioquia 217 217 8.156 37,5
Boyaca 8 8 0 -
Cauca 1.828 756 37.123 49,1
Coérdoba 27 24 284 11,7
Cundinamarca 98 2 38 20,0
Huila 1 1 0 -
Meta 479 403 19.876 49,3
Narifio 157 93 511 55
Norte de Santander 6 0 0 -
Quindio 917 490 10.423 21,3
Risaralda 201 28 1.135 40,0
Santander 2.379 163 4.325 26,5
Tolima 1.391 1.369 54.741 40,0
Valle del Cauca 1.079 573 25.632 44,7
Casanare 552 25 1.434 57,1
TOTAL 9.340 4.153 163.679 39,4

Fuente: DANE-Encuesta Nacional Agropecuaria ENA 2014, tomado de: www. agronet.gov.co
1.2.3 Aplicaciones de la Pifia.

Inicialmente se puede decir que la pifia es una de las frutas tropicales de mayor demanda en el
mundo, por su agradable sabor y alto contenido de fibra, ademads de ser una fuente importante de
Vitaminas C, B1, B6, Acido Fdlico y minerales tales como el potasio. También se le conoce por ser
una fruta diurética que contribuye a la eliminacidn de toxinas por medio de la orina ademas de
prevenir el estrefiimiento; por otro lado los tallos de las pifias contienen bromelina, una enzima
proteolitica digestiva que actia como sustitutivo de los jugos gastricos, mejora la digestion y
destruye los parasitos intestinales es también utilizada en la industria alimenticia, como
ablandador de carnes (Cerrato, 2013). De los desechos vegetales como las hojas, tallos y cdscaras
de la fruta se pueden aprovechar para la alimentacidn animal o fabricaciéon de abonos orgdnicos
(Cerrato, 2013)

Con respecto al analisis de propiedades fisicoquimicas de los residuos de pifia, Dhanasekaran et al.
(2011), determinaron la humedad, azucares reductores y proteina, encontrando valores de 85,
10.8 y 0.6% respectivamente. Hajar et al. (2012) también estudian los sélidos solubles, pH y de
acidez para cascaras de pifia. Asi mismo existen reportes del contenido de fibra dietaria total, fibra
insoluble y fibra soluble para pifia con valores de 70, 41.15 y 28.2%, respectivamente (Martinez et
al., 2012). Asi mismo, se han realizado estudios de contenido antioxidante en pifia (Martinez et al.,
2012; Da Silva et al., 2013).

En lo relacionado con aplicaciones o desarrollo de productos utilizando los subproductos de la
pifia, existen aplicaciones para la produccidn de celulosa, acido citrico, extraccion de bromelina y
etanol. En este sentido, Saravan et al. (2013), mejoraron el proceso de obtencién de celulosa
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aplicando la metodologia de superficie de respuesta, usando el Trichoderma reesei; asi mismo
Omojasola et al. (2008), lograron producir celulasa a partir de residuos de pifia pero usando las
cepas de Trichoderma longibrachiatum, Aspergillus niger y Saccharomyces cerevisiae. Bandaru et
al. (2008), lograron producir acido citrico por procesos de fermentacion en estado sélido (FSS),
utilizando la cepa Yarrowia lipolitica NCIM 3589; Kumar et al. (2003), reportan que mezclando
residuos de pifia con residuos de otras frutas, obtuvieron acido citrico usando Aspergillus niger
DS1por FSS. Los residuos de pifia también se han usado para la obtencidn de etanol, es asi como
Nigam (2000) logré obtener una produccion de etanol de 42.8 g/Lh utilizando la cepa
Saccharomyces cerevisiae ATCC 24553. De igual manera Ishizaki et al. (1999), produjeron 59 gr de
etanol/L, utilizando jugos de pifia, esto con la bacteria Zymomonas mobilis. Una importante
aplicacion que tienen los residuos de piia, en especial la cascara, es la extraccion de bromelina, ya
gue esta es usada para diversas aplicaciones en alimentos y en especial para romper cadenas de
proteina. Raghavarao et al. (2008), usaron un sistema de micelas en fase reversa para obtener
bromelina; Rawdkuen et al. (2012) determinaron que la mejor temperaturas para extracciéon de
bromelina de las cascaras y tallos de la pifia era entre 50-60°C.

Finalmente, en lo que respecta a la obtencién de Polihidroxialcanoatos a partir de productos con
pifia, se tiene un estudio realizado por Kaewkannetra et al. (2015), quienes lograron extraer un
PHA, obtenido a partir de procesos de fermentacién de jugos de pifia usando la bacteria Bacillus sp
SV13. Asi mismo, Jaturapiree et al. (2014), obtuvieron un PHB, usando jugo obtenido a partir de
cascaras de piia, usando la bacteria Alcaligenes eutrophus NCIMB 11599. Otras aplicaciones para
los residuos de pifia, tales como contenidos de antioxidantes fendlicos, produccion de acidos
organicos, remocion de metales pesados, disefio de agentes anti-tefiidos entre otras han sido
mencionadas por Tawata et al. (2010).

13 RESIDUOS AGROINDUSTRIALES.

1.3.1 Generalidades.

Se define residuo como cualquier sustancia u objeto del cual su poseedor desprenda o tenga la
intencién u obligacion de desprenderse (Moreno y Moral, 2008). Otra definicién la da la NTC 5720
(2009), un residuo es cualquier objeto, material, sustancia, elemento o producto que se encuentra
en estado sélido o semisdlido, liquido o gas contenido en recipientes o depdsitos resultante del
consumo o uso de un bien en la actividad industrial, que el generador descarta, rechaza o entrega
y que es susceptible de aprovechamiento o transformacién en un nuevo bien, con valor
econdmico o de disposicion final. Diferentes autores como Moreno y Moral (2008), NTC 5720
(2009), Barradas (2009) y Saval (2012), clasifican los residuos como inorgdanico, organicos, urbanos,
domiciliarios y agroindustriales, a continuacion se dardn algunas definiciones para cada uno de
estos.
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1.3.1.1 Residuos Agroindustriales.

La agroindustria se refiere a la sub-serie de actividades de manufacturacién, mediante las cuales
se elaboran materias primas y productos intermedios derivados del sector agricola. La
agroindustria significa asi, la transformacién de productos procedentes de la agricultura, la
actividad forestal y la pesca. Por ende los residuos que se generan a partir de esta transformacién
se consideran residuos agroindustriales (FAO, 1997).

En general los Residuos Agroindustriales, son materiales en estado sdlido o liquido, que se
generan a partir del consumo directo de productos primarios o de su industrializacidn, y que ya no
son de utilidad para el proceso que los generd, pero que son susceptibles de aprovechamiento o
transformacidn para generar otro producto con valor econdmico, de interés comercial o social.
Teniendo en cuenta que la materia organica es su principal componente, en la practica se les
denomina “residuos organicos”, materias primas provenientes de la Agroindustria (FAO, 1997).

1.3.1.2 Residuos inorganicos.

Incluye todos aquellos de origen mineral y sustancias o compuestos sintetizados por el hombre,
provienen generalmente de la extraccién, procesamiento o utilizacién de los recursos minerales.
Algunos ejemplos son metales, plasticos, vidrios, agrotdxicos, agroquimicos, fitosanitarios y agro-
veterinarios; todos en su mayoria de origen sintético y con un gran efecto residual sobre el
ambiente. En este sentido, se dice que los residuos no organicos son los que por sus caracteristicas
guimicas sufren una descomposicion lenta (de 10 a 500 afios). Aunque la mayoria de los residuos
inorganicos, provienen de materias primas que se encuentran disponibles en el planeta, los
procesos de transformacién y de ingenieria aplicados por el hombre, los convierten en no
degradables, por ejemplo, el petréleo es un combustible fésil, que por diferentes métodos se
extraen cadenas poliméricas y de la union de estas se obtiene el plastico (Sztern y Pravia, 1999).

1.3.1.3 Residuos organicos o biodegradables.

Se refiere a todos aquellos que tienen su origen en los seres vivos, animales o vegetales; tienen la
caracteristica de poder desintegrarse o degradarse rdpidamente de forma aerobia o anaerobia (de
3 semanas a 4 meses), como por ejemplo los restos de comida, frutas, verduras, cdscaras, huevos,
carne, entre otros, transformandose en otro tipo de materia organica (Sztern y Pravia, 1999).

1.3.1.4 Residuos Urbanos o Municipales.

Son los generados en los domicilios particulares, comercio, oficina, servicios, las fracciones de
residuos biodegradables de cocinas, restaurantes, aceites y grasas comestibles; residuos de
parques, jardines y mercados, dentro de los cuales se encuentran los restos de alimentos,
periddicos, revistas, cajas, como también hojas, tallos, ramas, frascos, bolsas, botellas y latas
(Sztern y Pravia, 1999).
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1.3.2 Generacion de Residuos.

A nivel mundial, las tasas de generacion de Residuos Sélidos Urbanos (RSU) se ven influidas por el
desarrollo econdmico, el grado de industrializacion y los habitos publicos. Generalmente, cuanto
mayor es el desarrollo econdmico y tasa de urbanizacidn, mayor es la cantidad de residuos sélidos
producidos. Esta tendencia, va en aumento debido a la demanda constante por nuevos productos
y servicios por parte de los consumidores, que al consumirlos los desechan, por el afan
desbordado de adquirir las nuevas tendencias generadas por las diferentes industrias
(alimentarias, electrdnicas, del pastico, etc.), generando asi un ciclo interminable de residuos
(Hoornweg y Bhada, 2012).

Para finales del siglo XX e inicios del XXI, se generaban aproximadamente, 0.68 billones de T de
RSU por afio, que equivalian a 0.64 Kg/dia/persona; actualmente se estima la generacion de RSU
en 1.3 billones de T al afio, es decir, 1.2 Kg/dia/persona, lo anterior equivale aproximadamente a
un incremento de un 53%, en la generacidn de RSU a nivel mundial, en la Gltima década. Se espera
que para el 2025, se generen 1.42 Kg por persona al dia, lo que se traduce en 2.2 billones de
toneladas de RSU (Hoornweg y Bhada, 2012). En la Tabla 3, se muestran algunas de las fuentes
generadores y tipos de residuos sélidos.

De los 1,3 billones de T de RSU que son generados actualmente, el 44% corresponden a los paises
agremiados a la Organizacion para la Cooperacion y el Desarrollo Econémico (OECD), el 21% se
generan en el Asia oriental y el Pacifico (EAP), el 12% en América Latina y el Caribe (LAC), el 7% en
Europa y Asia Central (ECA), el 6% en el Medio Oriente y Africa del Norte (MENA), en Asia del Sur
(SAR) un 5% y finalmente en Africa del Sur (AFR) un 5% (Hoornweg y Bhada, 2012). En la Tabla 4,
se muestran las toneladas y los rangos de produccidon por persona de RSU, para las diferentes
regiones del mundo.

Tabla 3. Fuentes y tipos de residuos sélidos generados.

Fuente Generador Tipo de residuo solido
Residencial Viviendas Comidas, papel, carton,
pldsticos, textiles, jardin.
Servicios municipales Limpiezas varias, paisajes, parques, arboles, lodo, hojas, maleza,
plantas de tratamiento de aguas hierba
Agricultura Cultivos, huertos, vifiedos, lecherias, Alimentos, Agricolas y
lotes de alimentacion, granjas plaguicidas.

Fuente: Hoornweg y Bhada (2012).
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Tabla 4. Cantidad de Residuos Producidos Por Region

REGION Poblacion urbana Residuos (Millones Residuos
total (millones) Ton/aiio) (Kg/dia/persona)

AFR 260 62 0.09-3
EAP 777 270 0.44-4.3
ECA 227 93 0.29-2.1
LAC 399 160 0.1-14
MENA 162 63 0.16-5.7
OECD 729 572 1.1-3.7
SAR 426 70 0.12-5.1

Fuente: Hoornweg y Bhada (2012).

Para el caso Colombiano, en la ultima década se han generado aproximadamente 30.886 T diarias
de residuos, de las cuales 28.580 T (92,54% de la produccidn nacional) se disponen en sistemas de
relleno sanitario o plantas integrales de tratamiento de residuos solidos y 2.305 T (7,46% de la
produccién total) en sitios inadecuados (botaderos a cielo abierto, quema, cuerpos de agua y
enterramientos). El Departamento de Antioquia cuenta con 125 municipios, los cuales producen
en promedio 4.807 T/dia. Medellin, la capital del departamento genera aproximadamente 1.392
T/dia de residuos sdlidos (Forero y Ochoa, 2009).

Segun las estadisticas del Ministerio de Agricultura en el 2009, a escala nacional, Antioquia reportd
una produccion de 59.061 T que representan un 30% en la produccidn total por departamentos.
En relacidon con la produccién de las empresas agroindustriales en el ambito local (Medellin y el
Sur del Valle de Aburrd), la cantidad total de residuos generados estd alrededor de 1,2 T/dia,
donde los desechos de naranja y guayaba son los que tiene la mayor participacion (Restrepo et al.,
2011). Unos de los residuos mas representativos que se producen en la ciudad de Medellin son los
que provienen de naranja, guayaba, guanabana y mango (Restrepo et al., 2012).

Segun Inter Aseo S.A., E.S.P el total de residuos de frutas del sector agroindustrial que esta
empresa recoge es de 27 T/dia en el Sur del Valle del Aburray 136 T/dia en Medellin, es decir, 163
T/dia (Yepes et al. 2008). Ademas, en el afio 2002 s6lo en Medellin existian aproximadamente 212
T/dia de residuos de frutas que recogia Empresas Varias de Medellin (Yepes et al. 2008). En la
Tabla 5, se muestran las cantidades diarias de residuos generados por algunas empresas del sector
agroindustrial.
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Tabla 5. Residuos generados por las empresas agroindustriales en Medellin y el sur del Valle de Aburra, Colombia.

EMPRESA FRUTA TOTAL DE RESIDUOS
(Kg/dia)

1 Guayaba, pifia 3,3

2 Tomate de arbol, mango, papaya, sandia, durazno, pera, 1000

uchuva, melén, manzana, guayaba

3 Maracuyd, mango, pifia, guayaba 8000
4 Naranja, guayaba 1233
5 Mango, lulo, guanabana, guayaba, curuba, papaya, pifa 2000
6 Guayaba 1200
7 Guanabana, mango, maracuya, guayaba, tomate de arbol. 133
8 Guayaba, limdn, papaya, pifia, sandia 150
9 Maracuya, naranja, mandarina, mango, lulo, guandbana 133
10 Varios 200
11 Guandbana, mango, lulo, maracuya, tomate de arbol, pifa. 27

12 Guandbana, mango, maracuyd, tomate de arbol, pifia, 90

mandarina, lulo

Fuente: Yepes et al., (2008).

Los 1.129 municipios de Colombia producen en promedio 28.800 T de residuos sdlidos por dia.
Aproximadamente el 35%, o 10.000 T/dia de estos residuos se generan en Bogot3, Cali, Medellin y
Barranquilla, mientras que las ciudades medianas y pequefias municipios generan el restante 65%,
0 18.800 T/dia. Se estima que una gran parte de estos residuos, se eliminan inadecuadamente en
botaderos a cielo abierto, cuerpos de agua y otras zonas ecoldgicamente insostenibles (World
Bank,2009).

1.3.3 Valoracion de residuos Agroindustriales.

Los residuos agroindustriales, se pueden procesar por diferentes métodos tales como: digestion
aerobica y anaerdbica (Parawira et al., 2004; Arvanitoyannis et al., 2008), incineracion (Autret et
al., 2007), electrodialisis (Lameloise y Lewandowski, 2012; Huang et al., 2007), fermentacion en
estado solido (Santis-Navarro et al., 2011; Bansal et al., 2012), lombricultura y compostaje (Pratap
et al., 2011; Wu et al., 2012) y Pirolisis (Yanik et al., 2007); los cuales pueden ser considerados para
la obtencion de productos de valor agregado y en funcidn del tipo de proceso ser aplicados a la
industria alimentaria, quimica o industria en general. En la actualidad, el uso y aprovechamiento
de residuos agroindustriales ha tomado cada vez mas importancia, debido a la potencialidad de
estos por su contenido en diversos compuestos, que pueden ser Utiles en la elaboracion de nuevos
productos alimenticios o no alimenticios. Algunos ejemplos son la obtencién de Combustibles
Alternativos, Biopolimeros, Enzimas, Compuestos bioactivos tales como: Pectinas, Aceites
Esenciales, Flavonoides y carotenoides, Hongos comestibles y Fibra dietaria. A continuacién se
describiran algunos de estos:
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1.3.3.1 Produccion de combustibles alternativos.

Pueden entenderse como gases combustibles generados durante la gasificacién de biomasa que se
prevén como combustibles, estos pueden derivarse de materia vegetal y animal, asi como de sus
residuos, es ademas una energia renovable, abundante, descentralizada y limpia (Yepes et al.,
2008). Dentro de los combustibles alternativos, que se obtienen usando residuos esta el biogas y
el metanol. Sanchez et al. (2010), utilizaron subproductos agroindustriales lignocelulosicos para la
produccién de bioetanol; asi mismo Aimaretti et al. (2011), concluyeron que es posible obtener
bioetanol de segunda generacidn a partir de desechos provenientes de zanahoria, utilizando como
biocatalizador Saccharomyces cereviciae descartada de la elaboracion de la cerveza. Por otro lado
Rivera et al. (2009), lograron disminuir los costos de produccion de biodiesel, ya que lo obtuvieron
a partir de residuos grasos de animales por vias enzimaticas, por ultimo Wisniewski et al. (2010),
usaron residuos de aceite de pescado, para la obtencién de biocombustibles por medio de la
pirolisis. Otras fuentes de energia obtenidas a partir de residuos, es el hidrogeno lo cual es
reportado por Al-Shorgani et al. (2013), quienes lo obtuvieron a partir de residuos agroindustriales
de arroz, aceite de palma y de palmito, usando la bacteria C. saccharoperbutylacetonicum N1-4.

1.3.3.2 Extraccion de Pectinas.

Las pectinas son polisacaridos que se componen principalmente de unidades de acido
galacturdnico unidas por enlaces glicosidicos a-D-1-4. Son sustancias blancas amorfas que forman
en agua una solucién viscosa; combinadas en proporciones adecuadas con azucar y acidos, forman
una sustancia gelatinosa utilizada como espesante (Badui, 2006; Potter y Hotchkiss, 2007).
Trabajos con respecto a la extraccidon de pectinas han sido reportados por diversos autores; asi
Happi et al. (2008), extrajeron y caracterizaron pectinas extraidas de las cascaras de banano;
Gamboa (2009), obtuvo pectinas a partir de residuos agroindustriales de mango.

1.3.3.3 Produccion de Enzimas.

Las enzimas se pueden definir como grandes moléculas de proteinas que actian como
catalizadores bioldgicos, llevando a cabo reacciones bioquimicas de alta velocidad, no se
consumen durante la reaccién y en general presentan un alto grado de especificidad (Badui, 2006;
Potter y Hotchkiss, 2007).

Con respecto a la producciéon de Enzimas, a partir de residuos agroindustriales, autores como
Costa et al. (2009 y 2010), obtuvieron la enzima fitaza y algunas enzimas hidroliticas,
respectivamente por procesos de fermentacién sumergido y en estado sélido, usando residuos
agroindustriales y cepas de Aspergillus ficuu. Ademas, se reporta la obtencién de celulasas
(Bansal et al., 2012), Xilanasas y Proteasas (Oliveira et al., 2006), y enzimas ligninoliticas (Gassara
et al., 2008), a partir de sustratos agroindustriales y diversas cepas bacterianas.



26

1.3.3.4 Extraccion de Aceites esenciales.

Son liquidos oleosos volatiles obtenidos de las plantas (semillas, flores, raices, hojas y frutos) por
algin método fisico de extraccién y comunmente son llamados esencias. Estdn constituidos
principalmente por terpenos, son sustancias resinosas, muy perfumadas, volatiles, casi siempre
coloreadas y mas livianas que el agua; tienen aplicacion como correctores de sabor en los
alimentos (Badui, 2006). Navarrete et al. (2009) y Ceron y Cardona (2011), lograron extraer aceites
esenciales de mandarina y naranja respectivamente, obtenidos de las cascaras y residuos.

1.3.3.5 Extraccion de Flavonoides y carotenoides.

Los flavonoides o bio-flavonoides son compuestos fendlicos y pigmentos naturales presentes en
las frutas y en los vegetales, asi como en el café, la cocoa y la cerveza, que dada a su capacidad de
capturar radicales libres tienen una actividad antioxidante alta. Los flavonoides se utilizan como
suplemento alimenticio para animales y humanos, ingredientes de bebidas refrescantes y confites,
desodorizacién, desinfeccidn, inhibidores de trombosis, antiinflamatorios, inhibidores de cancer,
antialérgicos, edulcorantes, bioflavonoides (vitamina P) y antioxidantes. Al igual que los
flavonoides, los carotenoides son pigmentos y también poseen propiedad antioxidante (Badui,
2006).

Con respecto a la obtencion de flavonoides y carotenoides, existen varios trabajos reportados en
la literatura; en este sentido se han extraido flavonoides y carotenoides de los residuos de la
industria de la seda tailandesa amarilla, (Prommuak et al., 2008); en tanto que Katalinic et al.
(2010) y Cetkovic et al. (2012), extrajeron diferentes compuestos fendlicos tales como:
flavonoides, flavonoles, catequinas, antocianinas y acidos fendlicos, a partir de extractos de
cascara de uvas y de cascaras de tomate de diferentes variedades, respectivamente.

1.3.3.6 Extraccion de Fibra dietaria.

Esta constituida por los componentes estructurales de las paredes celulares de los vegetales, entre
los que se destacan la celulosa, hemicelulosa y las pectinas, las cuales dan firmeza y textura fuerte
a las estructuras externas de las frutas (Badui, 2006). La fibra dietaria es obtenida principalmente
de las cortezas de las frutas, consta de polisacdridos estructurales (celulosa, hemicelulosa,
pectinas, rafinosa y estafinosa), polisacaridos no estructurales (gomas y mucilagos), sustancias
estructurales no polisacdridas (lignina) y de otras sustancias como cutina, taninos y suberina
(Beres et al., 2016).

Gutierrez et al. (2002), Nawirska et al. (2005) y Ajila et al. (2010), han utilizado residuos de naranja,
limén, mandarina, pifia, maracuya, manzana, pera, cereza, grosella negra, zanahoria, mango,
sandia y meldn, para la obtencion y caracterizacién de polvos con diferentes contenidos de fibra
dietaria. Asi mismo, estudios de revision realizados por Elleuch et al. (2011) y Cafias et al. (2011),
informan que la pulpa y las cascaras de algunas frutas, verduras y cereales como la de las toronjas,
melocotdn, uva, durazno, coco, cacao, tomate, patata, esparragos, repollo, coliflor, arvejas,



27

calabaza, frijol, remolacha, guisantes, arroz, avena, trigo, maiz, avellana, mani, bagazo de cafia,
son una fuente abundante de fibra dietética soluble e insoluble, las cuales son utiles y aplicables
para enriquecer los alimentos, reemplazar harinas, aumentar la de fibra dietética de alimentos,
desarrollo de productos saludables bajos en calorias, colesterol y grasa.

1.3.3.7 Produccion de Hongos comestibles.

Son organismos heterdtrofos, es decir, que requieren del material organico para subsistir. Poseen
el doble del contenido de proteinas que los vegetales y disponen de nueve aminoacidos
esenciales, contando ademds con leucina y lisina (ausente en la mayoria de los cereales) (Baltes,
2007).

Parati et al. (2011), utilizaron residuos sélidos de aceitunas y paja de trigo en compost, para el
cultivo a escala industrial de setas de Agaricus bisporus. Kurbanoglu et al. (2004), produjeron setas
comestibles de Agaricus bisporus por fermentacién sumergida, a partir de cuernos de carnero
molidos provenientes de plantas de beneficio, ademdas estos autores también informan que las
proteinas fibrosas provenientes de plumas, ufias y pelo, pueden convertirse en sustratos para el
crecimiento de hongos comestibles.

14 BIOPOLIMEROS.

La obtencidon de polimeros biodegradables a partir de fuentes renovables representa una
alternativa frente a los altos precios del petrdleo y obedece al aumento de la conciencia publica
sobre los problemas ambientales que generan los plasticos. Polimeros de origen bioldgico tales
como los derivados de almidén, 4cido polilactico, polimeros celuldsicos y los
polihidroxiaalcanohatos juegan un papel importante, ademds de ser biodegradables, tienen la
ventaja de ser producidos a partir de fuentes renovables (Demirbas, 2007; Nath 2008). Los
poliésteres mas conocidos son los polihidroxialcanohatos (PHAs) los cuales son principalmente
producidos en procesos de fermentacién microbiana (Nath, 2008), debido a su gran versatilidad
estructural y a sus propiedades, son materiales promisorios en diversas aplicaciones tales como:
biomedicina, alimentos, envases, textiles y materiales para el hogar (Roy y Tajalli, 2010).

1.4.1 Generalidades.

Un biopolimero se puede definir como una “variedad de macromoléculas, producidas por sistemas
bioldégicos, como animales, plantas o microorganismos”. Los biopolimeros pueden ser sintetizados
guimicamente, pero como requisito sus unidades poliméricas deben ser derivadas de sistemas
bioldgicos, como: aminodcidos, azucares, lipidos, entre otros. En general los biopolimeros
naturales provienen de cuatro grandes fuentes: origen animal (colageno/gelatina), origen marino
(quitina/quitosan), origen agricola (lipidos, grasas, hidrocoloides, proteinas y polisacéridos) y
origen microbiano (acido polilactico (PLA) y polihidroxialcanoatos (PHAs)) (Tharanathan, 2003).
Algunas de estas estructuras se pueden ver en la Figura 4.
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Figura 4 Férmulas estructurales de los biopolimeros PLA (acido polilactico), PHB (polihidroxibutirato) Fuente: (Calvo,
2013).

Otra definicién de biopolimero, es aquel material cuyo fin es el de interactuar con un sistema
biolégico, generando interacciones tales como: evaluar, curar, corregir o reemplazar algun tejido,
drgano o funcidn del organismo. Ademds un biopolimero, puede ser una sustancia sélida tipo
organico, inorganico o inerte con la propiedad de ser biocompatible con el ser vivo, normalmente
el cuerpo humano (Calvo, 2013). Los biopolimeros, al igual que los polimeros, son macromoléculas
qgue han sido formadas mediante un proceso de polimerizacion (unidn covalente) de moléculas
mas pequeiias denominadas mondémeros (Calvo, 2013).

Finalmente, Gallur (2011), define un polimero degradable, como aquellos que experimentan
reacciones de degradacion resultantes de la accion de microorganismos, tales como bacterias y
hongos , bajo condiciones que naturalmente ocurren en la biosfera en un periodo corto de tiempo.

1.4.2 Obtencidn de Biopolimeros.

La obtencion de polimeros biodegradables a partir de fuentes renovables representa una
alternativa frente a los obtenidos a partir de petrdleo y obedece al aumento de la conciencia
publica sobre los problemas ambientales que generan los plasticos (Castilho et al., 2009).

Los polimeros de origen bioldgico tales como los derivados de almidén, acido polilactico,
polimeros celulésicos y los PHAs juegan un papel importante, ademas de ser biodegradables,
tienen la ventaja de ser producidos a partir de fuentes renovables (Demirbas, 2007; Nath, 2008).
Los poliésteres mas conocidos son los PHAs los cuales son exclusivamente producidos en procesos
de fermentacién microbiana (Nath, 2008). Debido a su gran versatilidad estructural y a sus
propiedades, son materiales promisorios en diversas aplicaciones tales como: biomedicina,
alimentos, envases, textiles y materiales para el hogar (Roy y Tajalli, 2010). En la Tabla 6, se
muestran valores de produccién de polihidroxialcanoatos asi como sustratos y cepas utilizadas
para la obtencién de los mismos, ademas se puede ver la concentracion de PHA expresada en g/L,
la productividad definida como la concentracién del polimero dividida entre el tiempo total de
fermentacién requerido para llegar a dicha concentracion, y el rendimiento Y, expresado en la
relacion producto/ sustrato (g polimero/ g sustrato).
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Tabla 6. Algunos de los Sustratos y Cepas utilizados para obtener PHAs

Tiempo Contenido Productividad
. de [PHA] Y
Organismo Sustrato Cultivo (&/L) de PHA de PHA (&/g)
(h) (%) (/L/h)
Melaza de 40 23.0 66.0 1.40 0.12
Remolacha
Glucosa +
. ] Pectonas 47 25.0 85.0 1.00 0.65
Azotobacter vinelandi
de Pescado
Glucosa+
Acido 46 114 74.0 2.55
propionico
Azotobacter choroococcum Glucosa 48 10.2 /8.3 — 0.28
Sacarosa 18 71.4 50.0 494 0.42
Alcaligenes latus Malta >0 22.7 36.3 — —
g Soya 50 6.00 70.1
Glucosa 49 157 77.0 3.20 -—-
E. coli recom. Sacarosa 48 343 27.5 0.71 ---
Suero 49 69.0 80.0 1.40

Fuente: Hoyos (2003).

1.4.3 Polihidroxialcanoatos.

Los polihidroxialcanoatos son poliésteres microbianos de acidos hidroxialcanoicos, los cuales son
acumulados intracelularmente por microorganismo procariéticos (Eubacteria, archaea); son
sintetizados en ambientes con exceso de carbono, y carencia de otros nutrientes esenciales como
nitrégeno, azufre, oxigeno o fésforo (Steinbichel y Litke, 2003; Anderson y Dawes, 1990). El peso
molecular y la estructura quimica del polimero son controladas por el tipo de cepa y por las
caracteristicas de los sustratos (Anderson y Dawes, 1990; Sim et al., 1997). El primer PHA
identificado fue el poli(3-hidroxibutirato) obtenido a partir del Bacillus megaterium por Maurice
Lemoigne en 1926; 50 anos después Wallen y Rohwedder (1974), depuraron en unidades
monomericas el 3HV y el 3HHx, 3-hidroxyvalerato y 3-hidroxyhexanoato, respectivamente.

Los PHAs son algunos de los productos que se producen a partir de biomasa, los desarrollos en
esta drea se enfocan a la sustitucidon de derivados del petréleo y a la formulaciéon de materiales
con propiedades funcionales (Frazzetto, 2003; Young, 2003). En la literatura se reportan alrededor
de 150 tipos de PHAs (Steinblichel, 2001), los cuales cubren una amplia gama de propiedades y
aplicaciones que dependen de la composicion quimica del material (Cornibert y Marchessault,
1972; Doi et al.,, 1995; Jendrossek y Handrick, 2002). De acuerdo con estudios reportados por
varios autores, los PHAs pueden presentar caracteristicas similares a las de polimeros sintéticos
tales como el polipropileno (Steinblichel y Flichtenbusch, 1998; Madison y Huisman, 1999; Sudesh
et al., 2000).
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1.4.3.1 Propiedades de los PHAs.

Las propiedades de los PHAs, varian considerablemente. Pueden tener diferentes puntos de
fusién, temperatura de transicion vitrea, y grados de cristalinidad. En general tienen baja
permeabilidad al O,, pueden ser procesables por los métodos empleados para materiales
termoplasticos y sus propiedades mecdnicas son altamente dependientes de su estructura quimica
(Steinbichel y Valentin, 1995). En la Figura 5, se esquematiza la estructura general de los PHAs.
Estos se pueden clasificar en tres grupos, basados en el nimero de carbono que tienen por cada
unidad de mondémero. Los PHAs de cadena corta (scIPHAs) que tienen de 3 a 5 carbonos, los de
cadena media que tienen entre 6-14 carbonos (MCLPHAs) y los de cadena larga que contienen
mas de 14 carbonos (IcIPHAs) (Steinbiichel y Valentin, 1995). Las propiedades del material de MCL-
PHA estan claramente determinadas por la longitud de los grupos laterales (R en la Figura 5), su
comportamiento mecanico puede asemejarse al de un elastdmero o al de un plastico rigido
(Steinbichel y Valentin, 1995; Dawes y Senior, 1973) lo cual potencia su uso en campos tales como
la medicina.

R 0

{n— CH — (CHzly—C %
100-30000

n=1 R = hydrogen poly(3-hydroxypropionate)

R = methyl poly(3-hydroxybutyrate)

R = ethyl poly(3-hydroxyvalerate)

R = propyl poly(3-hydroxyhexanoate)

R = pentyl poly(3-hydroxyoctanoate)

R = nonyl poly(3-hydroxydodecanoate)
n=2 R = hydrogen poly(4-hydroxybutyrate)

R = methyl poly(4-hydroxyvalerate)
n=3 R = hydrogen poly(5-hydroxyvalerate)

R = methyl poly(5-hydroxyhexanate)
n=4 R = hexyl poly(6-hydroxydodecanoate)

Figura 5. Esquema de la estructura general de los polihidroxialcanoatos. Fuente: Oliveira (2004).

Los PHAs convencionalmente son polimeros de alto peso molecular, en el rango de 100 - 1000
KDa, presentan propiedades equiparables a polimeros termoplasticos sintéticos tales como el
polipropileno, pero a diferencia del polipropileno, presentan la ventaja de ser biocompatibles y
biodegradables, por lo cual presentan aplicaciones en la industrias tales como la biomédica y la
farmacéutica (Steinblichel y Litke, 2003; Chen y Wu, 2005; Misra et al., 2006; Wu et al., 2009a).
Segln Zinn et al. (2001), aplicaciones en dichos campos requieren que los PHAs se produzcan con
caracteristicas reproducibles, lo cual se logra mediante la produccidon de bacterias en modo de
cultivo continuo donde las condiciones se mantienen constantes.

Los PHAs de cadena corta pueden ser rigidos y por tanto quebradizos, por lo que sus propiedades
mecdanicas no son apropiadas para varias aplicaciones. Por otro lado, los MCLPHAs (PHAs de
cadena media, por sus siglas en ingles). pueden ser elastoméricos y presentar baja resistencia



31

mecanica, la formacién de copolimeros a partir de los dos tipos de mondmero es una alternativa
viable para lograr las caracteristicas mecdnicas deseadas, tales como tenacidad, rigidez vy
resistencia tensil (Hazer y Steinbtichel, 2007).

Modificaciones en la estructura del material polimérico pueden dar lugar a diferentes aplicaciones,
por ejemplo si se incrementa el cardcter hidrofilico del polimero, el material puede usarse en
aplicaciones en donde se requiera contacto con la sangre, haciéndolo util para aplicaciones
médicas. De manera similar, la inclusién de insaturaciones en la estructura incrementa su uso
como elastdmeros y permite que se obtengan estructuras termofijas, las cuales presentan mayor
estabilidad mecanica y mayor resistencia (Hazer y Steinbiichel, 2007).

En la Tabla 7 se comparan las propiedades fisicas de los principales PHAs y el polipropileno. Se
observa que el homopolimero PHB es un termoplastico rigido y relativamente quebradizo.
Estudios estructurales de este polimero han demostrado que la biosintesis es 100%
estereoespecifica y que la configuracién obtenida para el carbono quiral es D(-) (Doi et al., 1995;
Steinbichel, 2001), lo cual incide en la alta cristalinidad del PHB. Adicionalmente, su alta
temperatura de fusion (175°C), ligeramente inferior a la temperatura de degradacion (185°C),
dificulta su procesamiento por técnicas convencionales como moldeo por inyeccién Ojumu et al.,
(2004). A pesar de estas limitaciones el PHB tiene varias propiedades Utiles, como resistencia a la
humedad, insolubilidad en agua, pureza éptica y también buena impermeabilidad al oxigeno,
adicionalmente, puede ser degradado en presencia de enzimas hidroliticas (Lindsay, 1992; Holmes,
1988).

Tabla 7. Algunas propiedades Fisicas de PHAs vs Polipropileno.

. P(HB-HV)** . .
Propiedad PHB 3% mol  14% mol 5% mol Polipropileno

Punto de Fusion (°C) 175 169 150 137 176
Temperatura Transicion Vitrea 15 - - -1 -10
(°C)
Cristalinidad 80 - - 40 70
Moédulo de Young 3.5 2.9 1.5 0.7 1.7
Resistencia a la traccion. 40 38 35 30 34.5
% de elongacion. 6 - - - 400

Fuente: Ojumu et al.,, (2004). - Datos no disponibles. ** Poli(-3-hydroxybutirato-co-3-
hidroxivalerato).

Aunque los PHAs son biodegradables y pueden ser obtenidos de fuentes renovables (Castilho et
al., 2009), son costosos respecto a los plasticos no biodegradables (Choi y Lee, 2000). Por ejemplo,
1 kg de polihidroxibutirato cuesta entre US 15-30 mientras 1 kg de polipropileno vale
aproximadamente US 0,70 (Witholt y Kessler, 1999). Si bien los costos de producciéon son un
problema, su aplicacién en objetos de uso masivo de bajo costo se estda convirtiendo en una
realidad (Roy y Tajalli, 2010). Sin embargo estudios mas recientes reportan que 1 Kg de PHA puede
costar entre 2 a 5 euros, esta reduccidn de costos se ha logrado debido al mejoramiento de las
cepas utilizadas, ademas de los bajos costos en las materias primas utilizadas y del mejoramiento
de los métodos de extraccion del biopolimero Gonzélez et al., (2013) y Dietrich et al., (2016).
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1.4.3.2 Aplicaciones de los PHAS.

En la literatura se encuentran reportes del uso de los PHAs en aplicaciones tales como empaques
para productos cosméticos y de aseo (Hocking, 1994; Weiner,1997), en artefactos de bajo costo
tales como boligrafos, peines (Chen y Qiong, 2005) y para la produccién de productos quimicos a
granel obtenidos a partir de la despolimerizacién de los PHAs (Brandl et al., 1988; Lee et al., 1999).

Sin embargo, la alta relacidon costo beneficio ha motivado que se explore su uso como materiales
funcionales en aplicaciones del sector farmacéutico y en el disefio de dispositivos biomédicos. La
Tabla 8 presenta algunos de los usos que han sido reportados en este campo, los cuales incluyen
productos cardiovasculares, scaffolds para la regeneracion de los tejidos, injertos vasculares,
stents cardiovasculares y valvulas cardiacas, pro-farmacos, tratamientos dentales y maxilofaciales
(tejidos rectores y la regeneracion dsea), administracion de medicamentos (pastillas, implantes),
nutricion (tanto para el hombre y animal), ortopedia, urologia y materiales para el manejo de
heridas (suturas y apdsitos) (Zinn, 2001; Williams y Martin, 2002).

El potencial de los PHAs para convertirse en compuestos importantes en aplicaciones médicas es
ratificado por diferentes reportes que demuestran que este tipo de biopolimero es biocompatible,
lo cual no es sorprendente puesto que el dcido R-3-hidroxibutirico se encuentra disuelto en la
sangre en concentraciones que oscilan entre 0 0,3 y 1,3 mM (Adams et al., 1987; Yanik,1997) y
también se encuentra en la membrana de las células eucariotas (Reusch, 2000). Sin embargo, el
PHB tiene una tasa de degradacién baja en el cuerpo en comparacién con heteropolimeros como
por ejemplo, el poli (lactato co-glicolato) (Pouton, 1996). Una de las razones es su alta cristalinidad
(60-90%) (Holmes, 1985; Holmes, 1988), lo que dificulta el ataque enzimatico (lwata et al., 1997).

Actualmente, uno de los mayores intereses en este campo es el disefio de biomateriales que
estimulen el crecimiento de las células para la reparacion de tejidos, y puedan ser reabsorbidos
por el cuerpo (Brandl, 1995; Byrom, 1987). Algunos de los sistemas poliméricos que se usan en
aplicaciones relacionadas con la medicina y son aceptados por la FDA se basan principalmente en
el poli (acido lactico) (PLA), el poli (acido glicélico) (PGA) y sus copolimeros (Lee, 1996). En ese
sentido el uso de P4HB ya fue aprobado por la FDA para el desarrollo de aplicaciones en
Biomedicina (Martin y Williams 2003).

Sin embargo para determinar si un biopolimero es apto para el uso en aplicaciones biomédicas, se
hace necesario realizar pruebas de biocompatibilidad y de biodegradabilidad; dentro de las
primeras existen test de citotoxicidad, alergénicas, mutagenicas y cancerigenas (Saad et al., 1997,
Guo et al., 2010; Volova et al., 2010).
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Tabla 8. Aplicaciones de PHAs en medicina.

Tipo de aplicacidn. Productos

Suturantes, sustitutos de piel, nervios para
las manos, mallas quirudrgicas, hisopos.
Valvulas para corazén, parches para el
pericardio, injertos vasculares.

Scalfoods, capsulas para la columna

Manejo de heridas

Sistemas Vasculares

Ortopedia vertebral, sustitutos de huesos, regeneracién
de meniscos,
Urologia Stens Urolégicos

Regeneracion de tejidos en  casos

Odontologia .
& periodontales.

" Fuente: Zinn (2001).
1.4.4 Caracterizacion de Biopolimeros.

1.4.4.1 Espectrometria de absorcidn en el Infrarrojo.

La regidn del infrarrojo del espectro abarca la radiacion con nimeros de onda comprendidos entre
12800 y 10 cm™?, que corresponden a longitudes de onda entre los 0.78 a 1000 um. El espectro se
puede dividir en tres regiones, infrarrojo cercano, medio y lejano; en general las medidas en el
infrarrojo cercano se hacen con un fotdmetro y sus principales aplicaciones estan en el analisis
cuantitativo de materiales industriales agricolas y en los procesos de control (Skoog et al., 2001).
En cuanto al infrarrojo medio inicialmente eran del tipo dispersivo; sin embargo hoy en dia existen
equipos que son del tipo de transformada de Fourier, lo que ha traido beneficios ya que se
aumentd la relacién sefal/ruido, ademas de los limites de deteccidn (Skoog et al., 2001). En ese
sentido la espectrometria en el infrarrojo medio se utiliza en el analisis cuantitativo de muestras
complejas mediante espectrometria de absorcidn y emisidn; otras aplicaciones son los estudios
microscopicos de superficies y andlisis de sélidos mediante reflectancia total atenuada (Skoog et
al., 2001).

El andlisis cualitativo de esta técnica, se puede hacer mediante las frecuencias de grupo, se explica
que la frecuencia aproximada, o el nimero de onda, a la que un grupo funcional, tal como: C=0,
C=C, C-H o O-H, absorbe radiacion en el infrarrojo, se puede calcular a partir de las masas de los
atomos y de la constante de fuerza del enlace entre ellos (ver ecuaciones 1y 2).

1 k

V=Vm=g ; (D 17=ﬁ 525,3X10_12\E (2)
Donde ¥ es el numero de onda, en cm™, correspondiente a un pico de absorcién; k, es la constante
de fuerza del enlace en Newton por metro(N/m); c, es la velocidad de la luz en cm/s, y la masa
reducida, W, que se define mediante la ecuacién 3, la cual tiene unidades de kg.Donde, m, son las
masa de los electrones.
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my +m,
Estas frecuencias, denominadas frecuencias de grupo, rara vez permanecen invariables, debido a
las interacciones con otras vibraciones asociadas a uno o a los dos atomos que forman el grupo. En
la Tabla 9, se enumeran las frecuencias de grupo, para algunos de los grupos funcionales mas
comunes.

Tabla 9. Tabla abreviada de frecuencias de grupos funcionales.

Enlace Tipo de Compuesto Interv?Io de 1 Intensidad
frecuencias, cm
C-H Alcanos 2850-2970; 1340-1470  Fuerte; Fuerte.
C-H Alquenos 3010-3095; 675-995 Media; Fuerte
C-H Alquinos 330 Fuerte
C-H Anillos Aromaticos 3010-3100; 690-900 Media; Fuerte.
o-H Alcoholes y fenoles 3590-3650 Variable
Acidos Carboxilicos 3500-3650 Media
N-H Aminas, Amidas 3300-3500 Media
Cc=C Alquenos 1610-1680 Variable
c-0 Alcoholes, éteres,
acidos carboxilicos, 1050-1300 Fuerte
esteres.
Cc=0 Aldehidos, cetonas,
acidos carboxilicos, 1690-1760 Fuerte.
ésteres.

Fuente: Skoog et al. (2001).

Con respecto a la caracterizacién de polihidroxialcanoatos, utilizando la técnica de FTIR, por
infrarrojo se tienen diversos autores. En general se buscan las sefiales tipicas de este material, OH
(3200-3500cm™) COC (1185-1228 cm) (Wang et al., 2011), CH (2922 — 2929cm™), CO (1000-
1300cm?) (Silverstein et al., 2005); C=0 (1600-1850cm!) (Hong et al., 1999).

Oliveira et al. (2007) y Lopez-Cortes et al. (2010), obtuvieron un PHB y diversos PHAs a partir de
residuos de tortas de soya y de aceites de canola, quienes reportaron la presencia del grupo OH
entre los 3444 cm™ y 3449 cm, respectivamente. Asi mismo Barbosa et al. (2005) y Hong et al.
(1999), reportaron a una longitud de onda de 2928 cm™ la presencia de grupos C-H, para PHAs,
obtenidos de fructuosa con diferentes tipos de cepas bacterianas. Otros autores como Lopez-
Cortes et al. (2010), Lépez-Cuellar et al. 2011 y Misra et al. (2000), encontraron que la extension
1724 cm™, correspondia al grupo C=0, esto para diferentes tipo de PHAs, obtenidos con diferentes
sustratos y cepas bacterianas. Finalmente, Gascue et al. (2000), reporta que algunos PHAs, pueden
tener flexiones asimétricas del grupo CH, correspondientes al CH,y CHs, a longitudes de onda
entre los 1379-1384 cm™, respectivamente. En la Figura 6 se muestra un espectro tipico de FTIR,
para un PHAs.
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1.4.4.2 Calorimetria Diferencial del Barrido.
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* Important characteristics: T, T, heat of fusion on heating; T, on cooling

Figura 7 Termograma tipico de un polimero Fuente: (Cheremisinoff, 1996).
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Figura 6. Espectro FTIR, para unos PHBs obtenidos de residuos de: soya y melaza (PHBsw), Soya (PHBsoy) comparados
con un PHB comercial. Fuente: Oliveira et al. (2007).

El analisis térmico, se refiere a una variedad de técnicas en las que una o mas propiedades de una
muestra se determinan continuamente a medida que la muestra se programa, a través de un
perfil de temperatura predeterminado (Cheremisinoff, 1996). Las técnicas comuUnmente usadas
son el TGA y el DSC, analisis termo-gravimétrico y de calorimetria diferencia del barrido,
respectivamente. En el DSC, se mide la diferencia de energia que se aporta a una muestra y a una
referencia, mientras ambas son sometidas a un programa de temperatura controlado. En el DSC, la
medida de la diferencia de energia, se refiere al calor contenido por la muestra (entalpia), o al
calor especifico de la misma. El DSC, es una técnica ampliamente usada para determinar
Temperatura de transicion vitrea (Tg), Temperatura de fusién (Tm) y la Temperatura de
Cristalizacién (T.), ademas del calor de fusidon en polimeros. En la Figura 7, se pueden ver las
principales propiedades que se determinan en un DSC (Cheremisinoff, 1996).
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Otra propiedad importante a determinar en polimero es el grado de cristalinidad, la cual se
obtiene si la entalpia de fusién del polimero completamente cristalino es conocida, entonces la
cristalinidad de un polimero desconocido puede ser determinada como dice la ecuacién 4:

AH
Grado de cristalinidad (%) = —/ %100 (€))
AH,,
Donde AH,, es la entalpia de fusion de un polimero completamente cristalino y AH; es la entalpia
de fusién de un polimero desconocido (Murillo, 2012).

En la literatura existen varios estudios con respecto a la aplicacién de la técnica del DSC para
caracterizacion de biopolimeros, los cuales estdn reportados en funcién del tipo de sustrato y
microorganismo utilizado para la obtencidn del PHA. En ese sentido, Simon-Colin et al. (2012),
encontraron que la T, para un polihidroxialcanoato obtenido a partir de glucosa fue de 55°C;
Matsusaki et al. (2000), obtuvieron un Poli(3-hidroxibutirato-co-3-hydroxiacalcanoato), a partir de
diferentes cepas de Pseudomonas y combinadas con E.Coli, quienes al caracterizarlo obtuvieron
dos Tm (42 y 178°C), debido a la presencia de diferentes cadenas de biopolimeros. Langlois et al.
(2003), reportaron que la Tm para un PHOs vario entre los 40 a 52°C, estos biopolimeros
producidos por diferentes cepas de Pseudomonas, también reportaron una AHy de 17,3 (J/g).
Finalmente, en la Figura 8, se puede ver un termograma de DSC, obtenido por Lépez-Cortes et al.
(2010), para un polihidroxialcanoato obtenido a partir de la cepa Paracoccus seriniphilus E71.

0

159.94°C

(100.5Jig)
T FIRST HEATING
2
=3 131.49°C Y
S (2.673Jig) L ias
P COOLING 121.12°C
T 57.60°C .
45.97°C i
(60.51J/g)
-6 SECOND HEATING
159.12°C
(63.300/g)
167.86°C
8-} . - 4
50 0 50 100 150 200 250

Temperature (°C)
Figura 8. Termograma de un PHA. Fuente: Lopéz-Cortés (2010).

1.4.4.3 Resonancia Magnética Nuclear (RMN).
La resonancia magnética nuclear (RMN), se basa en la medida de la absorcién de la radiacién

electromagnética en la regién de las radiofrecuencias aproximadamente de 4 a 900 MHz. Es una
técnica, en donde la absorcién estan implicados los nucleos de los dtomos, y se requiere de un
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analito en un intenso campo magnético, con el fin de que aparezcan los estados de energia de los
nucleos que hagan posible la absorcion (Skoog et al., 2001).

Es una técnica que solo se usa para estudiar ndcleos atdmicos con un nimero impar de protones
o neutrones; lo anterior solo se da en los &tomos 'H, 3C, °F y 3!P. Lo anterior se debe a que son
nucleos magnéticamente activos, es decir poseen spin que hace que tengan un movimiento de
rotacion sobre un eje que hace que se comporten como si fueran imanes. Cuando no hay campo
magnético, los espines se orientan al azar, sin embargo cuando una determinada muestra se
coloca ante un campo magnético, los nucleos con spin positivo se orientan en la misma direccién
del campo, esto se conoce como estado de minima energia o estado del espin a, en tanto que los
spines con carga negativa se orientan en direccidn contraria, este estado es de mayor energia y es
un estado de espin B (Skoog et al., 2001).

Diversos autores han usado la RMN, para la caracterizacidon de PHAs alrededor del mundo, tanto
con H y el 3C; En este sentido Simon-Colin et al. (2008) determinaron que la sefial del grupo CH
estaba a 5,2ppm, para un MCLPHA obtenido a partir de residuos de aceite de copra utilizando la
cepa P.guezennei biovar. Tikehau, quienes ademas encontraron que la resonancia para el grupo
CH; fue de 0,89ppm. Mishra et al. (2010), también reporta un espectro de RMN de un PHA
obtenido de las cepas SM-P-3M y SM-P-1S, cuyas seiales de resonancia fueron de 5,30 ppm para
el CHy de 2,50ppm para el —CH,-COOH. En la Figura 9, se observa un espectro de RMN *H para una
combinacion de B-polihidroxibutirato y B-polihidroxivalerato (Doi et al., 1986).
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Figura 9 Espectro RMVIN 'H, para B-polihidroxibutirato y B-polihidroxivalerato. Fuente: Doi etal (1986).

Existen varios trabajos respecto al andlisis de 3C en PHAs (Abd-El-haleem et al., 2007; Ashby et al.,
2000). En la Figura 10, se muestra un espectro de RMN para el 13C, obtenido por Thakor et al.
(2005), para un PHA, obtenido durante la fermentacidon de la cepa C. testosteroni en aceite de
coco. Se puede aprecia que hay presencia del grupo CHs; para los desplazamientos § =13.7, 13.8 y
13.9; en tanto que el grupo —CH,—CH3 §=18.2, 22.4, 22.5; (—CH,—CH,—CH,—CHs) § =31.4, 31.7, 31.8;
(~CH,—CH,—CH3) 6 =29.1, 29.2, 29.4; (-CH,—CH,—CH) § = 25; (CH,—CH) § = 33.7, 35.8; (—CH—CH»—
C=0) § =39; (O—-CH-CH;) 6 =70.5, 70.8 y finalmente el grupo (-CH—C=0) § =169.3.
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Figura 10 Espectro de RMN 13C, para un PHA obtenido a partir de aceite de coco. Fuente: Thakor et al. (2005)

1.4.4.4 Espectrometria de Masas (MS).

Esta técnica de analisis proporciona diferentes tipos de informacidon de una muestra, dentro de los
gue se encuentran: proporcionar la composicién elemental de las muestras, ademas de las
estructuras de las moléculas inorganicas, organicas y bioldgicas; composicién cualitativa y
cuantitativa de mezclas complejas; proporciona informaciéon de la estructura y composicion de
superficies sélidas y de las relaciones isotdpicas de dtomos en las muestras (Skoog et al., 2001).

Segun Cheremisinoff (1996), en la espectrometria de masas convencional, los iones de interés son
de carga positiva. En general las funciones de un espectrometro de masas son: 1. producir iones a
partir de las moléculas del material que se esta trabajando; 2. Separar estos iones, en funcidn de
su relaciéon masa a carga; 3. Medir la abundancia relativa de cada ion.

Diferentes autores han trabajado la espectroscopia de masas, para el analisis de biopolimeros,
encontrando diferentes magnitudes como las relaciones masa/carga y el peso molecular del
biopolimero. Dentro de estos trabajos estan el de Choi y Lee (1997), dan diferentes relaciones de
masa/carga (m/z), caracteristicas de diversos PHAs, quienes reportan que las m/z para el metil
éster de un 4-Hidroxyvalerato (4HV), 4-Hidroxyhexanoato (4HHx) y de un 4- Hidroxybutirato (4HB)
son de 131, 145 y 101 respectivamente (Figura 11). Otros estudios similares han sido reportados
por Thakor et al. (2005), Ashby et al. (2005) y Simon-Colin et al. (2012).
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Figura 11. Espectrémetro de masas tipicos de esteres de metil, de un 4-hidroxibutirato (a), 4-hidroxivalerato (b) y 4-
hydroxyhexanoato (c). Fuente: Choi y Lee (1997).

Por otro lado, Wang et al. (2014), reporta que los tiempos de aparicion de los picos estan
relacionados con el numero de carbonos que debe tener el biopolimero, dichos resultados se
muestran en la Tabla 10.

Tabla 10. Tiempos de retencion para algunos PHAs

Mondmero Tiempo de Retencion Polimero Tiempo de Retencion
Observado (min). Observado (min).
Cs 4,6910,01 C4(PHB) 4,69+0,00
Cs 10,88+0,03 C4(PHBHV) 4,66+0,01
Cio 13,67+0,03 Cs(PHBHV) 6,22+0,00
Ci2 16,09+0,03 C10(MCL-PHA) 13,58+0,01
Cis 20,28+0,01

Fuente: Wang et al. (2014).

15 ELECTROSPINING.

El electrospinning es un proceso que permite obtener fibras a través de un estiramiento coaxial de
una solucién viscoelastica. Los didmetros de las fibras obtenidas por electrospinning estan desde
las micras a rangos nanométricos, estas fibras presentan algunas caracteristicas como son: alta
area superficial, flexibilidad en la superficie, alta porosidad y poros interconectados (Duque et al.
2014). Estas propiedades hacen que tengan diversas aplicaciones tales como: Textiles (Pant et al.
2011); sistemas de filtracidon (Zhang et al., 2010; Yun et al., 2007); sin embargo las mayores
aplicaciones estan en la ingenieria de tejidos (Sangkert et al., 2016; Chahal et al., 2016; Lu et al.,
2016), en biomedicina tales como reemplazo de huesos, implantes vasculares, mejoramiento de
vasos sanguineos, protesis medicas etc. (Buchko et al., 1999; Stenoinen et al., 1999; Hohman et al.,
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2001), entre otras aplicaciones de las nanofibras en diferentes campos de la industria (Huanga et
al., 2003; Khan, 2012).

El principio de la técnica consiste en hacer pasar soluciones de un polimero a través de un campos
eléctrico; la técnica se basa en que la fuerza eléctrica aplicada debe superar la fuerza de tensidn
superficial de la solucidn de polimero, de esta forma a un voltaje determinado, finos chorros de
solucidn son expulsados desde un capilar hasta un plato colector. Posteriormente el chorro se
mueve en la direccion del campo eléctrico, elongdndose de acuerdo a las fuerzas externas e
internas y experimentando inestabilidad en algunas ocasiones, finalmente el disolvente se evapora
y los segmentos de fibras son depositados al azar en un sustrato o de forma alineada (Duque et al.,
2014).

En general toda unidad de electrospinning requiere de los siguientes componentes: fuente de alto
voltaje, una bomba para jeringa de micro-volimenes, una jeringa con un capilar de didmetro
pequeio y un sistema metalico colector. El plato colector se conecta al electrodo negativo de la
fuente y el electrodo positivo se conecta al capilar (Khan, 2012) (Figural2ay Figura 12b).

Aunque la configuracién de un equipo de electrospinning es sencilla, existen diversos factores que
afectan la fabricacién de las fibras, dentro de estos factores estan: concentracion del polimero,
flujo y viscosidad de la solucién, intensidad del campo eléctrico, distancia de trabajo (distancia
entre el colector y la punta del capilar) y humedad relativa. Normalmente, al aumentar la
concentracién del polimero o al agregarle a la solucién algin porcentaje de tensoactivo se tiene
como consecuencia que las fibras contiene un menor nimero de esferas o bolas, lo que en general
representa un problema (Chuan et al., 2014).

Mientras los polimeros sean solubles, se pueden procesar mediante el electrospinning y obtener
fibras; sin embargo es necesario tener en cuenta propiedades del polimero, la solucién vy
condiciones de operacion del equipo; dentro de las propiedades del polimero se tiene: peso
molecular, solubilidad, punto de fusidn, temperatura de transicidn vitrea; en cuanto a la solucién
es importante conocer: concentracion, viscosidad, tensién superficial y temperatura de la misma;
y los parametros de proceso, como campo eléctrico, tasa de alimentacion, humedad relativa, etc.
La combinacién de cada uno de estos factores, pueden dar lugar a la formacién de diferentes tipos
de fibras con caracteristicas y propiedades propias (Chuan et al., 2014).
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Figura 12. Esquemas basicos de un sistema electrospinning (a) Fuente: Chuan et al. (2014); Equipos fisicos y nano-
fibras formadas (b) Fuente: Khan (2012).

Por ejemplo la viscosidad de la solucién es importante, ya que puede determinar si esta se puede
someter al proceso o no; en general la viscosidad se ve afecta por el peso molecular del polimero.
En principio, si el polimero es de alto peso molecular la viscosidad de la solucién tiende a ser
mayor y favorece el proceso de electrospinning; en tanto que si el peso molecular del polimero es
demasiado bajo, la viscosidad de la solucidn polimérica tiende a ser pequefia, asi se trabaje con
alta concentracion del polimero, en consecuencia la tension superficial hard que el polimero se
rompa en gotitas antes de llegar al plato colector. Por otro lado, si el polimero es de alto peso
molecular, y si se aumenta en exceso la viscosidad de la solucién esta seria tan alta que es
imposible de cargarla energéticamente, y por tanto incapaz de formar las fibras. En conclusion
cada polimero, tiene un rango de peso molecular/concentracion optimo en el cual se puede hacer
el electrospinning para obtener las fibras. Por ende, no es posible hacer una recomendacion
general en cuanto a viscosidades, concentraciones optimas etc., ya que los valores ideales de estos
parametros varian considerablemente con el sistema de disolvente de polimero (Chuan et al.,
2014). Diversos autores han obtenido diferentes tipos de fibras a partir de PHAs (Tabla 11) donde
se muestra el tipo de PHA utilizado, asi como las relaciones de solventes utilizados por cada uno
de estos autores, asi como el didmetro de fibra obtenido. Asi mismo en la Figura 13, se pueden ver
algunas fibras obtenidas por electrospinning.



Tabla 11. Diametros de fibras obtenidas por electrospinning con diferentes PHAs.
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Polihidroxialcanoato Solvente Diametro Autor

Poli (3-hidroxibutirato-co-3- DMF/CHCl3 430 + 150 -1000+70 Sun et al. (2008)

hidroxihexanoato) nm

P(3HB-11.4%4HB-3.5%3HV) CHCl3 350101140 nm Canadas et al.
(2014)

CF-PHA DMF/ CHCls 150-200nm Xing et al. (2014)

PHAs CHCl3 0.45t0 3.14 pm Volova et al. (2014)

poly(3-hydroxybutyrate)/nHA CHCI3/DMF 640 + 80 nm Ramier et al. (2014)

Figura 13. Micrografias de SEM para unas fibras obtenidas por electrospinning. PHB (a,d); mezcla de PHB/nHA (b,e).

Fuente: Ramier et al. (2014)
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2  OBIJETIVOS.

2.1. OBJETIVO GENERAL.

Extraer y caracterizar las propiedades fisicoquimicas de un polihidroxialcanoato, obtenido por
medio de procesos de fermentacién bacteriana, con la bacteria Ralstonia eutropha a partir de
cascaras de pifay yuca-

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Determinar las caracteristicas fisicoquimicas de los residuos de yuca y pifa y su potencial
para la obtencién de PHAs en procesos de fermentacion bacteriana.

2. Evaluar el efecto de diferentes condiciones de fermentacién sobre la produccién de
polihidroxialcanoato, de acuerdo al tipo de sustrato.

3. Establecer el efecto del tipo de sustrato y sus modificaciones sobre las propiedades
estructurales de los biopolimeros obtenidos en el proceso de fermentacién bacteriana.

4, Determinar algunas propiedades de fibras alineadas y aleatorias, obtenidas a partir de
PHAs por medio de electrospinning
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3  METODOLOGIA.

Antes de describir cada uno de los pasos, se hard una breve descripcidon de todo el proceso
metodoldgico. Inicialmente, se recolectaron los residuos de cascaras de pifa y yuca para
posteriormente caracterizarlos desde el punto de vista proximal y establecer que potencialidades
podrian tener para ser aplicados en el desarrollo de procesos fermentativos en la obtencion de
PHAs. Con lo anterior se da cumplimiento al objetivo especifico 1.

Una vez caracterizados los residuos de cascaras de pifa y yuca se establecié un protocolo de
hidrolisis acidas para poder desdoblar los diferentes carbohidratos en azucares disponibles para la
cepa a usar en el proceso fermentativo. Los hidrolizados obtenidos se caracterizaron desde el
punto de vista de contenidos de azucares tales como glucosa. La determinacién del contenido de
glucosa se usé para determinar las relaciones C/N, C/P las cuales fueron condiciones de
fermentacién. Para el proceso fermentativo, inicialmente se activo la bacteria Rasltonia eutropha,
(se selecciond esta cepa, porque de acuerdo a diferentes reportes de literatura es la que mayor
PHAs puede producir con diferentes sustratos (Wang et al., 2007; Riedel et al., 2015), una vez
activada se procedid a hacer las diferentes fermentacion que conllevaran a determinar cudles
condiciones favorecian la producciéon de PHAs obtenidos a partir de residuos de cascaras de pifiay
yuca. En total se hicieron 9 fermentaciones para los hidrolizados de los residuos de cascaras de
pifia y 8 fermentaciones para los hidrolizados de los residuos de cascaras de yuca, cada
fermentacidén tenia diferentes parametros de tiempo de fermentacidn, relaciones C/N, C/P y pH.
Cada condicion de fermentacion se hizo por triplicado, y los datos se analizaron mediante un
disefo de experimentos libre al azar, tomando como Unico factor la condiciéon de fermentacién, la
cual tuvo 8 y 9 niveles para los residuos de yuca y piia respectivamente y se tomdé como variable
respuesta la produccidn de biopolimero. De esta forma se dio cumplimiento al objetivo especifico
2.

Posterior a realizar las fermentaciones, se establecié el protocolo de extraccion del biopolimero,
para posteriormente caracterizar el mismo por diferentes técnicas tales como FTIR, DSC, RMN, GC-
MS, dando cumplimiento al objetivo especifico 3. Por ultimo y en busca de darle un potencial
aplicaciéon al biopolimero obtenido, se aplicd la técnica de electrospinning para obtener
microfibras aleatorias y alineadas, con fines de aplicaciones en biomedicina; para lograr lo anterior
se diluyd el PHA en diclorometano para luego someterlo a un diferencial de voltaje, las microfibras
colectadas se caracterizaron mediantes SEM vy fotografias determinado su didmetro. Con esto se
da cumplimiento al objetivo especifico 4.



45

3.1 MATERIA PRIMA.

Los residuos de cascara, fueron obtenidos a partir de pifia y yuca de descarte (originarias del Uraba
Antioquefio) fueron adquiridas en la Plaza Minorista de Medellin (Antioquia). La cascara fue
separada manualmente con cuchillo dejando aproximadamente 1 cm de pulpa. Seguidamente las
cascaras se sometieron a un lavado, para eliminar la tierra y eliminar algunos trozos golpeados o
afectados. Posteriormente las cascaras se cortaron en trozos mas pequefios aproximadamente de
3 cm de lado y fueron sometidos a un proceso de molienda en una licuadora, hasta que se obtuvo
una pasta homogénea. Finalmente, todo el producto molido, se almacend en bolsas de polietileno
a -20°C, para su posterior tratamiento. Las variedad de pifia usada fue la oro miel, y la de yuca fue
la conocida popularmente como piel de sapo.

3.1.1. ANALISIS PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA.

El contenido de Humedad, Cenizas, Grasa, Nitrdgeno Total y la Proteina Total con un factor de
6.25, fueron determinados segun la (AOAC, 2005). Los carbohidratos totales se calcularon por
diferencia y los minerales tales como como Magnesio (Mg), Potasio (K), y Cinc (Zn), se
determinaron por espectrometria de absorciéon atdmica con llama, basados en la AOAC 985.35.

3.2 PROCESO DE FERMENTACION.

A continuacién se describiran los diferentes pasos para realizar las fermentaciones respectivas que
con llevaron a la acumulacién del biopolimero en la células de la cepa Ralstonia eutropha (Se
seleccioné esta cepa, debido a que de acuerdo a diversos estudios, es la cepa que mayor PHA,
puede producir). Los pasos incluyeron la preparacion de los sustratos (residuos de pifia y yuca),
determinacion de los azucares reductores de la muestra, preparacion del inoculo, calculos de
fermentacién, preparacion del material para la fermentacion y montaje de la fermentacién. Se
estudiaron 9 condiciones de fermentacion para los residuos de cascara de pifia y 8 para los
residuos de cascara yuca (Tabla 16 y 17), las cuales fueron seleccionadas de un total de 64
fermentaciones diferentes para cada sustrato, sin embargo estos datos no se muestran debido a
que hacen parte de un trabajo de maestria. Se seleccionaron las condiciones de fermentacion que
arrojaron la mayor produccién de PHA.

3.2.1 Preparacion del sustrato (residuos de yuca y pifa).

La preparacién del sustrato incluyé la hidrolisis acida del material (el cual fue previamente,
separado, lavado, picado, congelado y descongelado). Para realizar la hidrolisis se mantuvo una
relacién de 1 g de material por cada 5 ml de H,SO4al 2%. Posteriormente, el material y la solucién
se introdujeron en un recipiente el cual se tapd con papel aluminio dejando un espacio de cabeza
y se llevd a una autoclave; el proceso de autoclavado se realizé durante 70 minutos a 121°Cy 15
PSI. Una vez terminado este proceso, se dejé enfriar y el pH se ajustd a 5 con lentejas de NaOH, el
hidrolizado se llevé a almacenamiento a 4+0,5°C para evitar contaminacién hasta su posterior
utilizacion (Razaghi et al., 2016).
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3.2.2 Determinacion de Azucares Reductores por HPLC.

Se cuantificé glucosa y fructuosa siguiendo la metodologia propuesta por Zhang et al. (2005) con
algunas modificaciones. El equipo usado fue un HPLC Agilent 1200 Series, con detector de indice
de refraccion y software ChemStation Rev.B.02.01. La columna cromatografica usada fue una
Supelcogel C-610H, como fase movil se usé acido sulfurico 0.008N a un flujo de 0,6 mL/min, la
temperatura del horno fue de 35°C, con un volumen de inyeccién de 20 pL. Los tiempos de
retencién para la glucosa y fructuosa fueron de 9.463 y 10.291 minutos, respectivamente. Se
realizaron 4 repeticiones por punto.

3.2.3 Preparacion del pre-inoculo y del inoculo.

Antes de iniciar el cdlculo y los métodos de preparacion del pre-inoculo y del inoculo, fue
necesario definir el volumen de la fermentacién ya que el volumen del inoculo fue el 10% del
volumen final y el volumen del pre-inoculo fue el 10% del volumen del inoculo. Adem3s se tuvo en
cuenta que todas las preparaciones e inoculaciones se hicieran en una ambiente estéril e inocuo
ademas de todo el material que se utilizd, asi como el matraz de cada uno de las preparaciones
debe fue de un volumen mayor al que contuvo (Barbosa et al. 2005).

Para la preparacién del pre-inoculo se utilizé un caldo nutritivo (OXID®) y H,0 destilada, teniendo
en cuenta la siguiente relacion: 13 g de caldo nutritivo se diluyeron en 1000ml de H,O destilada
(esta relacion se determind en funcion de lo recomendado por la casa comercial del caldo). Una
vez se preparo el volumen requerido se agité el sistema, se tapd con papel aluminioy se llevd a
esterilizar a 121°C y 15 psi por 15 minutos; despues del proceso, se almacend hasta su posterior
utilizacion. Una vez este caldo esta a temperatura ambiente se procedid a la inoculacion de
preinoculo, lo cual consistié en en sembrar el microorganismo en ambiente esteril, tras lo cual el
matraz se tapo con papel aluminio e se incubd a 30°C y 200 rpm por 24 horas.

Seguidamente se prepard de nuevo caldo de cultivo, como se indicé con anterioridad y se tomd
del pre-inoculo con una micropipeta (con punta esterilizada) un volumen correspondiente al 10%
del volumen del inoculo, tras lo cual se tapd el matraz con papel aluminio y se incubé a 302C y200
rpm por 24 horas (Barbosa et al., 2005).

3.2.4 Condiciones Proceso de Fermentacion.

En la Tabla 12 y 13, se muestran las condiciones de fermentacién para los residuos de pifia y yuca
respectivamente. Estas condiciones fueron seleccionadas de un estudio previo, en el cual se
realizaron 64 fermentaciones para cada tipo de hidrolizado, para esto se usé la metodologia de
superficie de respuesta con un disefio tipo Box-Benken, tomando cuatro factores: pH, tiempo de
fermentacién, C/N y C/P, tomando como variable respuesta la produccion de PHAs en gr/L. Una
vez hechas estas fermentaciones y de determinar la produccién de biopolimero de cada una de
estas se seleccionaron las condiciones de fermentacién que arrojaron una produccién mayor a
0.010 gr/L); sin embargo estos datos no se muestran ya que hicieron parte de otro trabajo de
posgrado.
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Tabla 12. Condiciones de fermentacion para los residuos de Cascara de Piiia

Ensayo pH C/N C/P Tiempo Fermentacion (h).
1 3 6 12

12
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12
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Tabla 13. Condiciones de fermentacion para los residuos de Cascara de yuca

Ensayo pH C/N C/P Tiempo Fermentacion.

1 7 11 4 30
2 7 1 4 30
3 7 6 1 30
4 7 6 4 30
5 9 6 4 30
6 6 3 2 12
7 7 6 4 60
8 9 11 7 60

Antes de hacer el montaje de las fermentaciones, y con el inoculo ya preparado, se tuvieron que
hacer unos ajustes al hidrolizado de cada sustratos, el primero de ellos fue ajustar el pH de cada
hidrolizado, para ello se utilizaron diferentes concentraciones de NaOH hasta lograr el pH
deseado. Por otro lado, para calcular las relaciones Carbono/Nitrégeno (C/N) y Carbono Fosforo
(C/P), se tuvo en cuenta el contenido inicial de glucosa de cada hidrolizado, ademas del volumen
final a fermentar. La fuente de nitrégeno utilizada fue el Sulfato de amonio (NH4),SOs y como
fuente de fésforo el Fosfato didcido de potasio KH.PO4, ahora los calculos se realizaron como
sigue, para la fuente nitrégeno ecuacién 5 y para la fuente de fosforo ecuacion 6:

Donde N, es la cantidad en g/L de (NH4),SO4 a usar segun el volumen a fermentar; P es la cantidad
en g/L de KH,PO4 a usar segtin el volumen a fermentar; [G], concentracion de glucosa presente en
el hidrolizado del sustrato a fermentar; [C/N]y [C/P], relaciones Carbono/Nitrogeno y
Carbono/Fosforo, que se requieren en cada etapa de fermentacion.
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Una vez realizados, estos calculos, se procedid a agregar cada sal al volumen a fermentar, y con el
pH ajustado segln cada condicion, se esterilizdé (121°C por 15 minutos a 15 PSI) y una vez
estuvieron a temperatura ambiente y en un medio esteril, se sembrd el inoculo y se llevé a
fermentar cada condicion segun el tiempo; las condiciones de agitacion y temperatura para todas
las condiciones fueron 200 rpm y 30°C, respectivamente (Barbosa et al., 2005).

3.2.5 Centrifugacion y Liofilizacion.

Una vez terminada la fermentacién se llevaron a tubos falcon de 50ml y se dejaron en
refrigeracién a 4+0,5°C por 12 horas, posteriormente se centrifugd a 4000 rpm por 30 minutos, se
descartd el sobrenadante y las muestras se llevaron a un ultra congelador a -80°C, tras lo cual se
liofilizaron por 48 horas y almacenaron para su posterior uso (Cavalherio et al., 2009).

3.3 EXTRACCION DEL BIOPOLIMERO.

Para iniciar la extraccién del biopolimeros, se pesé la muestra liofilizada en una balanza analitica,
posteriormente se agregd a un Erlenmeyer y se adiciond cloroformo en exceso, en general por
cada gramo de biomasa se deben agregar 100 mL de cloroformo, luego se tapé el erlenmeyer con
papel aluminio para evitar la evaporacion del cloroformo. Seguidamente se llevd a agitacién a 250
rpm con una temperatura de 30°C por 12 horas. Terminado el proceso de extraccién, la mezcla se
sometid a un proceso de filtraciéon en un papel Watman No.1, lo anterior para separar la biomasa
agotada, del cloroformo que contiene disuelto el biopolimero a extraer. Después de haber filtrado,
el cloroformo se Ilevd a rota evaporacién, con una velocidad de 90-100 rpm, una presién de vacio
de 479 mbar y una temperatura de 55°C. La rota evaporacién finalizé cuando el volumen que
quedd en el balén fue de aproximadamente 50mL; seguidamente el cloroformo se pasé a un
erlenmeyer de 500 mly se agrego etanol frio (el etanol debe estar aproximadamente a -20°C, doce
horas antes), en una proporcion de 4 veces al volumen de cloroformo, tras lo cual se agité y llevo a
refrigeracion por 12 horas para precipitar el polimero. Luego, se sometié a un proceso de filtracion
a vacio con un papel filtro de 0.45 micras y el filtro se lleva a secado a una temperatura de 65°C,
hasta peso constante; por ultimo se raspa y se pesa el biopolimero obtenido, finalmente se
almacend en micro-viales hasta los analisis correspondientes (Ashby et al., 2004); (Cavalherio et
al.,, 2009). En la Figura 14, se muestra un esquema general del proceso para extraccién del
biopolimero.
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Figura 14 Esquema general del proceso de Extraccion del biopolimero.Fuente: Ashby et al. 2004; Cavalherio et al.,
2009.

3.4 CARACTERIZACION DEL BIOPOLIMERO.

3.4.1 Espectrofotometria de Infrarrojo por Transformada de Fourier (FTIR).

Para la determinacién de los grupos funcionales asociados a los PHAs, tales como O-H, C-H, C=0,
C-0-C; se usé un equipo de Infrarrojo de Transformada de Fourier, Marca Perkin Elmer, Modelo
Spectrumone, con un detector DTGS; la temperatura para cada ensayo fue de 22°C; en total se
realizaron 16 barridos con una resolucién de 4cm; el rango de longitud de onda utilizado fue de
(v) 4000-450 cm™. Para analizar la estructura del biopolimero se hicieron tabletas de KBR con una
relacién de 100mg KBR/1mg de muestra; para la elaboracion de las pastillas el KBR estaba
totalmente seco, en un mortero se realizd la mezcla de biopolimero y KBR, una vez hecha la
mezcla, se forma la pastilla en una prensa usando una presion de 5 T. Una vez formada la pastilla
se introdujo en la camara del equipo y se procedié a hacer la lectura (Misra et al., 2000; Hong et
al., 1999).

3.4.2. Calorimetria Diferencial de Barrido (DSC).

Para la determinacidon de las temperaturas de transicion de fase asi como las entalpias del
biopolimero, se utilizé un equipo Differential Scanning Calorimeters (DSC), marca TA Instruments,
Modelo Q100. Para la realizacién de la prueba se utilizaron 3.4 mg de biopolimero, la prueba se
realizd en capsulas de aluminio Standard. Asi mismo, el andlisis se realizé en una atmosfera de
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nitrogeno tipo 4.5. El barrido térmico de la muestra se hizo a una velocidad de 20°C/min desde
25°C, bajando a -80°C, y se calenté nuevamente hasta 150°C y finalmente enfriando hasta -80°C;
posteriormente el barrido de la muestra se realizdé a una velocidad de calentamiento de 10°C/min
desde -80°C hasta 200°C, modificando brevemente la metodologia repostada por Chen et al.
(2006).

3.4.3 Resonancia Magnética Nuclear RMN.

Para determinar el desplazamiento de protones asociados a los atomos de *H y 3C, se usé un
equipo Bruker Fourier con una frecuencia de 300 MHz y 75 MHz para el *H y 13C, respectivamente.
Las muestras de biopolimero fueron disueltas en cloroformo deuterado, posteriormente fueron
llevadas al equipo para el analisis correspondiente. La solucién utilizada fue de una relacién de 7
mg biopolimero por 1 ml de cloroformo deuterado (Mishra et al., 2010).

3.4.4 Espectrofotometria de Gases-Masas (GCM).

Para determinar los tiempos de retencién y las relaciones masa carga de los componentes
estructurales del biopolimero, se usé un equipo GC QP2010 MS Shimadzu, ademds se utilizd una
ultra-columna SH-Rxi-5Sil Ms (30 metros, 0.25 mm ID, 0.25 um df); la temperatura del horno fue
de 60°C, la temperatura de inyector 120°C y la temperatura del detector de 150°C. Previo al uso
del equipo las muestras se sometieron a un proceso de metanolisis, se tomaron 7 mg de
biopolimero y se disolvieron en cloroformo, un mililitro de la suspensién fue mezclado con 1 mL de
solucién de 4cido metanolico (97mL de metanol, 3 mL de H,SO, 95-97% y 0.3 gramos de acido
hexanoico); luego la solucion se llevd a un vortex por un minuto y la mezcla fue llevada a
incubacién durante 5 horas a 100°C en estufa hasta que se logré la hidrolisis del monémero. Una
vez fria la muestra se agregd 1ml de solucién de 60 g/L de Na,COs, para neutralizar la solucion.
Una vez formadas las dos fases, estas se llevaron a vortex por dos minutos, para favorecer la
extracciéon de los grupos de ester de metil de la fase organica. Después, las muestras se
centrifugaron a 4500 rpm por 5 minutos, posteriormente 400 ul de la fase orgdnica fueron
colectados y se mantuvieron a -20°C, hasta su analisis (Cavalherio et al., 2009).

3.5 OBTENCION FIBRAS POR ELECTROSPINNING.

Inicialmente se prepard una solucion del biopolimero en Diclorometano (DCM) al 4% en tubos
falcon de 15 ml y se llevd a agitacion hasta completa disolucién. Una vez disuelto el polimero se
pasd a una jeringa plastica y se llevd a un sistema de bombeo, el cual se ajusté entre 1 a 3
mL/hora, posteriormente se establecié una distancia entre 15 a 20 cm entre el plato colector (para
las fibras aleatorizadas), platos paralelos (para la fibras lineales) y el capilar metdlico. Una vez se
termind este montaje se conectaron los polos positivo y negativo a los platos colectores vy al
capilar metalico; posteriormente se inicié el sistema de bombeo; teniendo en cuenta que la fuente
de voltaje no se debe encender hasta verificar que no existen burbujas en el sistema de
conduccidn, una vez se verificd lo anterior y que ya salen gotas de solucién del polimero a través
del capilar, el voltaje se varié entre 10 a 15 kV y se inicid la coleccidn de fibras, tanto aleatorias
como lineales (Canadas et al., 2014).
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3.5.1. Caracterizacion de las Fibras.

Para la caracterizacién de la fibras se analizaron en un microscopio electrénico de barrido (SEM), el
equipo utilizado fue un JEOL JSM 6490LV. Para realizar el andlisis las muestras se colocaron en una
fina capa de grafito y luego se sometieron a un bafio con oro (Au), este procedimiento se realizé
en un equipo DENTON VACUUM Desk IV, donde se llevaron las muestras al microscopio y se
sometieron a alto vacio para obtener imagenes de alta resolucidn. Luego se sometieron a un
segundo detector para evaluar la morfologia y topografia de las muestras. Las fotografias se
analizaron usando el software ImageJ (Canadas et al., 2014).

3.6. ANALISIS ESTADISTICO.

Para el andlisis de la produccidn de biopolimero, se utilizé un diseifio de experimentos libre al azar,
tomando como unico factor la condicién de fermentacion, para el caso de la pifia se contd con 9
niveles y para el caso de los residuos de la yuca con 8; se tomd como variable respuesta la
produccién de polimero. Inicialmente los datos se analizaron mediante una tabla ANOVA con un
nivel de significancia del 95%, una vez se establecié que existian diferencias significativas entre los
diferentes niveles, se procedié a hacer un analisis de diferencia de medias, mediante una prueba
de minimas diferencias significativas por el método de Fisher con un alfa del 95%, para establecer
entre que tratamientos existian diferencias significativas.

Para el andlisis de las imdgenes, se tomaron 50 mediciones aleatorias del diametro de las fibras, y
se analizaron mediante estadistica descriptiva, a través de la construccion de histogramas, para
determinar el didmetro promedio de las fibras, ademads de los diametros de las burbujas (beads).
También se lograron determinar diferentes frecuencias de diametros, por medio de un analisis de
estadistica descriptiva. En ambos casos el paquete estadistico utilizado fue el StathGRaphics
Version XVI°.
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4. RESULTADOS.
4.1 ANALISIS PROXIMAL DE LA MATERIA PRIMA.

En la tabla 14 y 15 se muestran los resultados de los anadlisis realizados a los residuos
agroindustriales (cascara) de la pifia y yuca respectivamente. Con respecto a los valores mostrados
en la tabla 14, se puede decir que valores similares de contenidos de proteinas para cascaras de
pifia a los reportados en este estudio fueron encontrados por Dhanasekaran et al. (2011), quien
determind un contenido de 0.6% de proteina para cascaras de pifia.

Tabla 14. Analisis proximal de residuos de cascara de Pifia

Parametro Valor Unidades
Humedad 70.97+0.84 %m/m
Cenizas Totales 1.10+0.075 %m/m
Grasas 0.21+0.085 %m/m
Proteinas Totales (Nx6.25) 0.63+0.02 %m/m
Carbohidratos Totales 27.08 %m/m

Mg* 1.894+0.756 mg Mg /Kg
K* 26.09610.446 mg K /Kg
Zn* 298.18419.756 mg Zn/Kg

Por otro lado, Macagnan et al. (2015), evaluaron diferentes propiedades fisicoquimicas para
cascaras de manzana, naranja y maracuyd, encontrando valores para el contenido de grasas,
proteinas y cenizas de 1.26 — 8.19, 4.89 —6.98 y 1.26 — 6.04 respectivamente, valores superiores a
los encontrados en la cascara de pifia de este estudio. Es de resaltar que existe poca bibliografia
acerca de valores de analisis proximal sobre cascaras de pifia, siendo los aqui mostrados un aporte
a la literatura en cuanto a caracterizacion de residuos de este fruto.

Tabla 15. Analisis proximal de residuos de cascara de Yuca

Parametro Valor Unidades
Humedad 78.0510.1 %m/m
Cenizas Totales 1.24+0.07 %m/m
Grasas 0.08+0.02 %m/m
Proteinas Totales (Nx6.25) 0.88+0.04 %m/m
Carbohidratos Totales 19.75 %m/m

Mg* 1.90240.013 mg Mg /Kg
K* 32.361+0.423 mg K /Kg
Zn* 509.276+0.016 mg Zn/Kg

Autores como Ki et al. (2013), determinaron el contenido de proteina y Cenizas en cascara de yuca
cultivada en Indonesia, con fines de produccién de energias renovables, encontrando valores de
1.2 y 2.3 % respectivamente, siendo estos valores ligeramente superiores a los reportados en la
tabla 15; asi mismo Moshi et al. (2015), reportan valores de contenido de proteina entre el 7.1 a
8.1% vy de cenizas del 3.1 al 9% para diferentes tipo de cascaras de yuca cultivadas en Tanzania, de
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la variedad Manihot glaziovii, valores muy superiores a los encontrados en este estudio.
Sudaryanto et al. (2006), encontraron contenidos de proteina y cenizas de 2.06 y 0.30%,
respectivamente, en cascaras de yuca cosechadas en Indonesia provenientes de la industria del
almidén, valores superiores para proteina e inferiores para cenizas en comparacidon a los
encontrados en el presente estudio. Por ultimo Aderemi y Nworgu (2007), analizaron el efecto que
tenia en el tiempo la adicion de Aspergillus niger, en el mejoramiento de algunos parametros
nutricionales de la cascara de yuca, en ese sentido reporta que el contenido inicial de proteina de
la cascaras de yuca fue de 5.35% y que el contenido inicial de potasio fue de 0.003 mg/kg, valores
muy superiores en al caso de la proteina pero muy inferiores para el contenido de potasio, con
respecto a la cascara analizada en este estudio (Tabla 15).

En general se pude decir que aunque algunos parametros proximales encontrados en este
trabajo, tanto para los residuos de cascara de pifia y yuca, estan en acuerdo con lo reportado por
otros autores, es de notar que existen otros valores que estan por encima o por debajo de los
mismos; lo que puede ser debido a la variedad del producto y al lugar de procedencia, condiciones
de cosecha, cultivo etc.; sin embargo muestran el potencial que tienen estos residuos para
obtener productos de valor agregado.

4.2 PROCESO DE FERMENTACION Y OBTENCION DEL BIOPOLIMERO.

En la Figuras 15 y 16, se muestra el comportamiento de consumos de glucosa y de produccién de
polimero, para las condiciones de fermentaciéon 9 y 8 de los residuos de cascara de pifia y yuca
respectivamente. Se seleccionaron estas condiciones, debido a que corresponden a las
condiciones 6ptimas de produccién, del total de las 128 fermentaciones hechas en un estudio
previo, dichas condiciones fueron el resultado de un analisis por superficie de respuestas (datos no
mostrados). Estos ensayos se hicieron por triplicado y cada ensayo se denomind con la letra E de
ensayo.
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Figura 15. Consumo de glucosa y produccién de PHAs, para la condicion de fermentacion 8 de los residuos de cascara
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Figura 16. Consumo de glucosa y produccion de PHAs, para la condicion de fermentacion 8 de los residuos de cascara
de yuca.

Para el caso de la fermentacién de los residuos de pifia, la concentracién inicial de glucosa fue de
20 g/Ly en promedio después de 57 horas de fermentacion la concentracion final fue de 3.29g/L;
en promedio la cepa de Ralstonia eutropha, consumid el 83.56% de la glucosa disponible. En tanto
que la concentracidén de glucosa en la fermentacion de residuos de yuca, pasé de 38 g/L a una
concentracién promedio final de 12.8 g/L, lo que corresponde a un consumo de glucosa del
66.25%, después de 57 horas de fermentacion. Ademads se puede observar en las figuras 14 y 15,
que durante las primeras 20 horas es donde se presenta el mayor consumo de glucosa, debido
probablemente a que la bacteria estd en su fase de crecimiento y por ende requiere de mayor
consumo energético. En este sentido, diversos autores reportan el consumo de azucares en la
produccién de PHAs, usando la Ralstonia eutropha, es asi como Oh y Saratale (2015), reportan que
dicha cepa consumié en promedio 70, 72, 68 y 84 % de los azucares disponibles de unos residuos
hidrolizados de cascarilla de girasol, soya, aserrin y cascarilla de arroz paddy en la producciéon de
PHB, en un tiempo de fermentacién que oscilo entre las 12 y 96 horas, estos porcentajes de
consumo coinciden con los halladas en este estudio. Casella et al., (2010), reportan que para un
periodo de 100 horas de fermentacion, el consumo de glucosa por parte de la cepa Cupriavidus
necator (= Ralstonia eutropha), fue del 100%, en tanto que para un periodo de 60 horas el
consumo aproximado de glucosa fue del 62%, este ultimo valor es aproximado al encontrado en
esta investigacidén para consumo de glucosa por parte de la Rasltonia eutropha en los residuos de
yuca en un tiempo de 57 horas. Con respecto al consumo de glucosa en la produccidon de PHAs,
pero con otras bacterias, Anderson et al., (1990), determinaron que el consumo de glucosa, para
produccién de PHAs, usando diferentes fuentes de carbono fue del 93% aproximadamente en un
tiempo de 8 horas de proceso, usando la cepa de Pseudomonas sp. Strain NCIMB 40135; Koller et
al., (2005), reportan que la concentracion de glucosa paso de 5 g/L a 1 g/L aproximadamente en 25
horas de fermentacion, usando microorganismos altamente osmofilicos. Yezza et al., (2007),
obtuvo un PHB a partir de la savia de arce, usando la cepa de Alcaligenes latus, dicha cepa
consumié bajo condiciones controladas en un reactor en batch de 20 L, 4 g/L de glucosa en 9 horas
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de fermentacién. En general los consumos de glucosa, estdan en funcién del tipo de bacteria,
tiempo de fermentacién, medio de cultivo entre otros factores.

En las Tablas, 16 y 17 se muestran los valores de produccién de biopolimero en gramos, ademas
de la cantidad de polimero producido por cada 100 gramos de cascara fresca. Asi mismo, se
muestran las condiciones de fermentacion (Tablas 12 y 13) para las cuales existieron o no
diferencias significativas para la produccién de PHA (letras iguales no existen diferencias
significativas; letras diferentes existen diferencias significativas p<0,05). En la Tabla 16, se
muestran los valores correspondientes a las fermentaciones de residuos de pifia y en la Tabla 17,
se muestran los valores correspondientes a las fermentaciones de residuos de yuca. Todos los
ensayos por triplicado.

Tabla 16. Valores de produccion de PHA, a partir de Residuos de Piiia

Condicion  Repeticién Biopolimero (gr/L) grPHA/100graPifia Promedio Polimero (gr/L)

1 0.0308 0.0154

1 2 0.0228 0.0114 0.029+0.002(a,b)
3 0.034 0.017
1 0.0344 0.0172

2 2 0.038 0.019 0.035+0.001 (b)
3 0.034 0.017
1 0.0436 0.0218

3 2 0.028 0.014 0.037+0.003 (b)
3 0.0388 0.0194
1 0.0348 0.0174

4 2 0.0188 0.0094 0.028+0.004 (a,b)
3 0.0312 0.0156
1 0.0264 0.0132

5 2 0.0264 0.0132 0.027+0.0005 (a,b)
3 0.0284 0.0142
1 0.026 0.013

6 2 0.0288 0.0144 0.025+0.002(a,b)
3 0.0204 0.0102
1 0.0108 0.0054

7 2 0.0412 0.0206 0.021+0.008(a,b)
3 0.0112 0.0056
1 0.0236 0.0118

8 2 0.0128 0.0064 0.019+0.002 (a)
3 0.0196 0.0098
1 0.0688 0.0344

9 2 0.102 0.051 0.087+0.008 (c )
3 0.0904 0.0452
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En la Tabla 16, se puede observar que la condicién que mayor produccién de polimero arrojo fue
la condicién 9, la cual corresponde a un pH de 9, con relaciones de C/N y C/P de 11 y 6
respectivamente y un tiempo total de fermentacidn de 60 horas; se puede apreciar que la
condicién 9 de fermentacion tiene diferencias significativas con las demas condiciones (p<0.05); en
promedio dicha condicién logré una produccién de 0.022 +0.008 gr/250ml, lo que equivale a 0.088
gr/L, aproximadamente; en tanto que las condiciones de fermentacion 1,2,3,4,5,6,7 y 8 el
promedio de produccion de PHAs extraido oscilé entre los 0.005+0,002 gr/250ml a 0.009+0.003
gr/250ml, siendo estos datos equivalentes a una produccion de PHAs de 0.02 gr/L a 0.036 gr/L,
aproximadamente.

Con respecto a la obtencién de biopolimeros usando residuos agroindustriales de pifa,
Kaewkannetra et al., (2015), obtuvieron un biopolimero utilizando los residuos agroindustriales
provenientes de la industria de los jugos de pifia, por medio de la cepa Bacillus sp SV13, con unas
condiciones de fermentacién de 37°C y una agitacién de 250 RPM con diferentes tasas de
inyeccion de aire 0, 0.5, 1.5 y 2.5 vvm, obteniendo entre 0.1 a 0.6 gr de biopolimero/L de volumen
de fermentacion. Jaturapiree et al.,, (2014), reportan el uso de la cepa Alcaligenes eutrophus
NCIMB 11599, para la obtenciéon de PHB, tomando como sustrato el jugo de la cascara de la pifia,
bajo unas condiciones de fermentacion de 120 RPM, a 37°C durante 24 horas, el autor no reporta
produccién en gr/L, pero reporta que el contenido de polimero dentro de las células es del 1.2%
aproximadamente. Es de destacar que al momento, no se encuentran reportes en la literatura
sobre produccidn de polihidroxialcanoatos a partir de cascaras de pifia, lo cual le da una relevancia
al presente trabajo, aportando a la valorizacién de la cadena agroindustrial de esta fruta, ya que
con el aumento de la industria de procesamiento de esta fruta se tiene una aplicacién de alto valor
agregado para el aprovechamiento de los residuos de la misma.

En la tabla 17, se puede observar que la condicion que mayor produccion de polimero arrojo
fueron las condiciones 1y 8, la primera con condiciones de un pH de 7, con relaciones de C/N y
C/P de 11 y 4 respectivamente y un tiempo total de fermentacién de 30 horas, en tanto que las
condiciones de la segunda son a un pH de 9, con relaciones de C/N y C/P de 11 y 7
respectivamente y 60 horas de tiempo total de fermentacidn. Asi mismo, en la tabla 17, se puede
apreciar que la condicion 1 de fermentacién tiene diferencias significativas con las demds
condiciones (p<0,05), excepto con la condicion 8; en promedio dichas condiciones lograron una
produccién de 0.014+0.002 gr/250ml, para la primera y para la condicién 8 de 0.013 gr/250ml, lo
qgue equivale a 0.056 gr/L y 0.052 gr/L, respectivamente; en tanto que las condiciones de
fermentacién 2,3,4,5,6, el promedio de produccion de PHAs extraido oscilo entre los 0.008+0.002
gr/250ml a 0.010+0.003 gr/250ml, siendo estos datos equivalentes a una produccion de PHAs de
0.032 gr/L a 0.04 gr/L, aproximadamente. Como se puede observar, el pH alcalino tiene un
influencia en los valores de produccién del biopolimero, esto indica que entre mas alcalino este el
pH, mejor va a ser la acumulacién de la bacteria; similar a lo reportado por Huang et al. (2016).

No existen reportes en la literatura sobre produccion de PHAs a partir de cascara de yuca como
substrato. Sin embargo Natthaporn et al. (2014) lograron obtener un Polihidroxialcanoato (PHA) a
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partir de almiddn de yuca, usando la cepa Cupriavidus sp. KKU38 alcanzando producciones entre
los 0.27gr/L a 2.81gr/L. Otros autores que usaron el almidén de yuca como sustrato fueron
Nitinard et al. (2014), quienes obtuvieron un PHA, en una fermentacién en batch, por medio de la
cepa Bacillus tequilensis MSU 112, en funcién de las condiciones de aireacion y de las demandas
quimicas de oxigeno los autores obtuvieron diferentes rendimientos de PHA, que varian
aproximadamente entre 0.02 gr/L a los 3.3 gr/L. Finalmente, Cristhiane et al. (2012), usaron la
diferentes cepas de Bacillus para obtener un PHA a partir de residuos de almidén de yuca,
alcanzando producciones en funcidn del tipo de cepa y de la concentracion de residuo de almiddn;
en ese sentido para la cepa 075, 095, 262 y 265 con una concentracion del 20% v/v de almiddn, las
producciones en gr/L fueron de 0.27; 1.07; 0.10 y 0.35 respectivamente; en tanto que para una
concentracion del 40% v/v de almiddn, las producciones fueron de 1.02; 1.48; 0.19 y 0.52 gr/L,
para las cepas 075, 095, 262 y 265, respectivamente. Finalmente Rojas et al. (2016), reporta una
produccidn entre los 0.46 g/L a 0.62 g/L de biopolimero a partir de harina de yuca, usando la cepa
Ralstonia eutropa.

Tabla 17. Valores de produccion de PHA, a partir de Residuos de yuca

Condicion  Repeticion Biopolimero (gr/L) grPHA/100graYuca Promedio Polimero (gr/L)

1 0.0516 0.0258

1 2 0.064 0.032 0.055+0.002 ( ¢)
3 0.0484 0.0242
1 0.05 0.025

2 2 0.0352 0.0176 0.036+0.003 (a,b)
3 0.0224 0.0112
1 0.0404 0.0202

3 2 0.0308 0.0154 0.034+0.001 (a)
3 0.0312 0.0156
1 0.0316 0.0158

4 2 0.0428 0.0214 0.036+0.001(a,b)
3 0.0332 0.0166
1 0.0232 0.0116

5 2 0.0288 0.0144 0.031+0.002 (a)
3 0.0416 0.0208
1 0.0232 0.0116

6 2 0.042 0.021 0.04+0.003(a,b,c)
3 0.0536 0.0268
1 0.0272 0.0136

7 2 0.0392 0.0196 0.034+0.002 (a)
3 0.0344 0.0172
1 0.0492 0.0246

8 2 0.0464 0.0232 0.052+0.001 (b,c)
3 0.0608 0.0304
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En general, los valores de produccién de biopolimero expresados en gr/L, reportados en esta
investigacion, tanto para los residuos de pifa y yuca, son mucho menores a los reportados para
otros autores los cuales trabajaron con residuos de esta mismas materias primas; sin embargo las
diferencias en produccién se pueden deber a que en la presente investigacidn las condiciones de
fermentacién no fueron controladas en el tiempo, ademas solo se alimentd la cepa con el residuo,
a diferencia de las otras investigaciones donde las cepas tuvieron suplemento de minerales y las
condiciones de fermentacién fueron controladas. Finalmente se puede agregar que el mayor
consumo de glucosa y produccién de polimero se dio en los residuos de pifia (condicidn 9), debido
a que el hidrolizado de este residuo tiene una menor concentracion de este aztcar 20 g/L, con
respecto al de hidrolizado yuca que tiene alrededor de 38g/L, pues segin Khanna y Srivastava
(2005), la Ralstonia eutropha puede disminuir su rendimiento cuando se encuentra en medios de
concentraciones altas de glucosa, debido a que presumiblemente esta cepa estd en la incapacidad
de usar estos azUcares ya que contienen ciertos iones y minerales, que tienen un efecto perjudicial
sobre el crecimiento microbiano y la sintesis de producto, ademas los residuos de pifia tienen una
mayor concentracion de fructosa que los residuos de yuca, lo cual puede influir en la mayor
produccién de biopolimero, finalmente es posible que algunos compuesto tales como el los
ciandgenos, presentes en la yuca puedan ser inhibidores del crecimiento de la cepa.

En general las diferencias significativas mostradas en las tablas 16 y 17, se deben a dos causas, la
primera de ellas a que las mayores producciones se lograron con mayores tiempos de
fermentacién, en especial la condicién 9 para los residuos de Pifia y la condicién 8 para los
residuos de yuca. La segunda causa, que generd una mayor produccion fue que las relacién C/N
fuese la mayor, para este caso una relacion de 11, lo que implica que el nitrégeno termine antes,
mientras existe todavia C en el medio para la produccién de polimero en lugar de para crecimiento
celular. Lo cual se ve reflejado en la condicidn 9 para los residuos de pifia y para los residuos de
yuca en las condiciones de fermentacién 1y 8.

Con respecto a la produccion de PHAs, usando la cepa de la Ralstonia eutropha con diferentes
sustratos y condiciones de fermentacion, se tienen diferentes estudios, Obruca et al., (2010),
lograron producciones entre los 2.0 a 7.7 gr/L, usando la cepa Cupriavidus necator, en diferentes
tipos de residuos de aceites tales como aceite de soya, de girasoles y residuos de aceites
provenientes de restaurantes y comedores universitarios. Budde et al., (2011), lograron producir
aproximadamente 8 gr/L de PHB, obtenidos a partir de la fermentacidn controlada de aceite de
palma emulsificado con la bacteria Ralstonia eutropha en un tiempo total de 72 horas. Wong et
al., (2012), produjeron PHAs usando como sustratos aceites de: palmiste, jatrofa, maiz y de coco,
por medio de la cepa modificada de Cupriavidus necator Re2160/pCB113, logrando producciones
de 3.8, 2.5, 2.6 y 3.3 gr/L, respectivamente, ademas reportan que la produccion de PHAs varia en
el tiempo, por ejemplo para la fermentacion del aceite de palmistes se lograron producciones de
1,2,1.6y18gr/Lalas 12, 24, 36 y 72 horas, respectivamente. Chen et al., (2003), usaron tres
tasas de alimentaciéon de una mezcla de acidos orgdnicos, para un sistema de fermentacion, 1.2,
1.8 y 2.5 gr/h para la produccién de PHAs usando la cepa Ralstonia eutropha. Las mayores
producciones en gr/L de cada una de estas tasas fueron 2.5, 3.8 y 2.1 gr/L, respectivamente, en un
tiempo de 42 horas para la primera tasa y 36 horas, para las restantes. Finalmente autores como
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Riedel et al., (2015) y Tsuge et al., (2004), reportan producciones de PHAS de aproximadamente 30
gr/L y de 80 gr/L, respectivamente, usando cepas de Ralstonia eutropha H16, la cual ha sufrido
algunas modificaciones genéticas, lo cual maximiza la produccion de PHAs. Estos valores
reportados con anterioridad son mayores a los obtenidos en este trabajo, tanto para los residuos
de cascara de yuca y pifia, debido a que se hicieron en reactores bajo condiciones controladas de
pH, aireacion, agitacién temperatura, alimentacién continua y caldos de sales nutritivas para la
cepa. Sin embargo un estudio realizado por Khanna y Srivastava (2005), obtuvieron una
produccién de PHB de 0.0031 gr/L, para un proceso de fermentacion no controlado en un volumen
de 250ml, usando como sustrato glucosa y la cepa Ralstonia eutropha, este valor obtenido estd
mas acorde con los valores obtenidos en este trabajo.

Por otro lado también existen reportes de produccién de PHAs, usando otro tipos de cepas y
sustratos; en ese sentido Diaz et al., (2015), reportan diferentes tasas de produccién de un Poli-3-
hidroxibutirato, en funcién de diferentes condiciones de fermentacion, usando la cepa
Azotobacter vinilandii y como sustrato el glicerol, logrando producciones de aproximadamente 5
gr/L en un tiempo de fermentacion entre las 50 y 60 horas. Por otro lado Lee (1998), utilizé la cepa
de Escherichia coli, para la produccién de Poli-3-hidroxibutirato, a partir de Xilosa, alcanzando una
produccién del biopolimero entre los 0.05 gr/L a los 1.70 gr/L; sin embargo el autor logré mejorar
la produccidon del mismo con el agregado de suplementos de nitrégeno, consiguiendo una
produccidén de hasta 4.4 gr/L. Brandl et al., (1988), uso diferentes fuentes de carbono para la
produccién de PHAs, a partir de la cepa Pseudomonas oleovorans, consiguiendo una produccion
entre los 0.018 gr/L a 0.265 gr/L, esto usando como fuente de carbono el octanato; sin embargo
no lograron producir biopolimero cuando usaron como sustrato octanol y no fue posible
determinar la produccién de biopolimero cuando el sustrato fue 1-Bromaoctano y octalamina al
10%.

Las producciones de PHAs obtenidas en este trabajo coinciden con algunas de las reportadas en la
literatura, sin embargo son bastante mas bajas en la mayoria de los casos, estas producciones tan
bajas se pueden deber a diversas circunstancias como son: que la Ralstonia eutropha es una
bacteria aerdbica (Lépez-Cuellar et al., 2011) y en este estudio nunca se adicioné aire durante la
fermentacién, lo que pudo influir en el rendimiento de la cepa. Sin embargo existen algunos
reportes donde se dice que la Ralstonia eutropa puede desarrollarse bajo ambientes anaerdbicos
(Park et al., 2013; Cramm, 2009; Pohlmann et al., 2007). No se adicioné oxigeno, debido a que la
fermentacién se realizd en erlenmeyer de 250 ml donde se dificulta el control de entrada de
oxigeno, y en esta investigacidon se pretendia explorar la produccidon de PHAs a partir de estos
residuos, para a futuro llevarlo a un sistema controlado. Por otro lado el proceso nunca tuvo
control de pH debido a que implicaba un alto riesgo de contaminacion del proceso ya que el
laboratorio donde se realizd la experimentacién no es totalmente estéril, lo que podria favorecer
la contaminacién de los erlenmeyer y afectar el proceso fermentativo. Khanna y Srivastava (2005)
encuentran que con el tiempo de fermentacién el pH decrece, lo cual es debido a la posible
formacién de acidos tales como el H,SO4, consecuencia del consumo de los iones de amonio por
parte de la bacteria. La presencia de acidos es algo desfavorable para el desarrollo de la bacteria 'y
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por ende para la produccion del PHA. Por ultimo es de resaltar que las producciones de
biopolimero logradas en esta investigacion se lograron solamente con el sustrato del residuo, es
decir sin el agregado de diversos minerales ni suplementos alimenticios para la cepa, mostrando
asi que los residuos de yuca y pifna son una fuente promisoria para la obtencién de biopolimeros,
lo que a futuro puede facilitar y disminuir costos de escalamientos.

Se puede decir que la produccidn de biopolimero, es afectada por el tipo de sustrato y cepa
utilizada, ademas de que es de suma importancia tener las condiciones de fermentacién constante
y controlada en el tiempo. Sin embargo, con los resultados aqui obtenidos se muestra que los
residuos de pifia y yuca son una fuente promisoria para la produccidon de PHAs, debido a que se
lograron obtener sin condiciones controladas y sin el agregado de suplementos de minerales. Es
decir se logrd la produccion del biopolimero con los recursos propios de los residuos.

4.3 CARACTERIZACION DEL BIOPOLIMERO.

Se aclara que los PHAs aqui obtenidos, fueron comparados con un patron comercial marca
BIOMERK ®.

4.3.1 ESPECTROFOTOMETRIA DE INFRARROJO POR TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR).

En las Figuras 17 y 18, se muestran los diferentes espectros de infrarrojo, para los PHAs obtenidos
para las diferentes condiciones de fermentacion de los residuos de cascaras de pifa, en tanto que
en las Figuras 19 y 20, se muestran los diferentes espectros de infrarrojo, para los PHAs obtenidos
para las diferentes condiciones de fermentacién de los residuos de cascaras de yuca. Los espectros
con cada sefial identificada se pueden ver en el anexo 4.
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Figura 17 Espectros FTIR, para las condiciones de fermentacidn 1, 2, 3, 4, 5 de los residuos de cascara de pifay
muestra patron.
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Figura 18 Espectros FTIR, para las condiciones de fermentacion 6, 7, 8, de los residuos de cascara de pifia y muestra
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Figura 20. Espectros FTIR, para las condiciones de fermentacion 6, 7y 8 de los residuos de cascara de yuca y muestra
patron.

Con respecto a los espectros de los PHAs, mostrados en las figuras 17 - 20, se puede evidenciar
gue tanto los PHAs extraidos de los procesos de fermentacién de los residuos de cascara de yuca y
pifia, estos mostraron comportamientos similares ya que ambos presentaron las bandas tipicas
(Tabla 18) que deben tener este tipo de estructuras de acuerdo a la literatura, es decir OH (3200-
3500cm™) COC (1185-1228 cm™) (Wang et al., 2011), CH (2922 — 2929cm™), CO (1000-1300cm™)
(Silverstein et al., 2005); C=0 (1600-1850cm™) (Hong et al., 1999).

Tabla 18. Bandas de FTIR para los PHAs extraidos de los residuos de cascara de yuca y pifa, y tipo de vibracion seguin
literatura.

Banda (cm™) Tipo de vibracion Fuente
3200-3500 Extension O-H Wang et al., (2011)
2922 - 2929 Extension C-H metilénico (CH>) del R Silverstein et al., (2005)
1724 Extension C=0 de PHB Hong et al., (1999)

1742 -1749 Extension C=0 de MCL PHA Hong et al., (1999)
1452-1457 Flexién asimétrica C-H en grupos CH, Oliveira et al., (2007)
1379-1384 Flexién asimétrica C-H en grupos CHs Oliveira et al., (2007)
1279-1284 Flexién C=0 en PHB (1277) Oliveira et al., (2007)
1185-1187 Flexion asimétrica C-O-H Wang et al., (2011)
1000 a 1300 Flexiones C-O asociadas al grupo ester Silverstein et al., (2005)

Con respecto a las diferentes bandas obtenidas en esta investigacién y que también son
reportadas por otros autores, se tiene que la banda OH la cual esta ubicada en entre los 3200-
3500 cm?, también fue encontrada por Wang et al. (2011) en PHAs de indole industrial, asi mismo
Lim et al. (2003), encontraron el grupo OH en el espectro de los 3436 cm™ para un PHB en polvo
de la marca Aldrich Chemical, USA. Oliveira et al. (2007) y Lépez-Cortes et al. (2010) también
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reportan la extensién OH, para un PHB y un PHA obtenidos a partir de aceite de soya y de canola,
respectivamente, reportando esta vibracion en 3444 cm™ y 3449 cm™, respectivamente para cada
biopolimero.

En esta investigacion la extension del C-H, para los PHAs obtenidos de los residuos de yuca y pifia
se encontré entre los 2922-2929 cm?, esta misma sefial es reportada a una longitud de onda de
2928 cm para un PHB y un PHA obtenidos a partir de fructuosa con Ralstonia eutropha ATCC
17697 (Barbosa et al., 2005), Azotobacter vinelandii UWD, Pseudomonas mendocina AS 1.2329 y
Pseudomonas pseudoalkaligenes (Hong et al., 1999). Por ultimo, Langlois et al. (2003) aseguran
que la presencia del C-H esta cercana a los 2900 para un Polihidroxialcanoato PHO obtenido a
partir de la Pseudomona sp. Gol 105816.

Para la extensién 1724 cm™, la cual mostraron los PHAs, obtenidos en esta investigacién y que le
fue asignada una extension del grupo C=0, también es reportada para PHAs obtenidos a partir de
diferentes cepas y fuentes de carbono tales como: Paracoccus seriniphilus E71 (Lépez-Cortes et al.,
2010), Wautersia eutropha con aceite de canola como fuente de carbono (Lopez-Cuellar et al.,
2011), Alcaligenes eutrophus MTCC 1285, Escherichia coli DR40 y Methylobacterium extorquens
MTCC 298 (Misra et al., 2000). Con respecto a la presencia de esta banda, Chen et al. (2006),
explica que el PHA puede ser de caracter cristalino.

Otra banda tipica de los PHAs, y que fue observada en los espectros de los biopolimeros obtenidos
a partir de residuos de yuca y pifia, es el espectro de bandas que estd entre los 1742 -1749 cm™ y
qgue es asignada al grupo C=0, esta es también reportada por Chen et al. (2006), para diversos
PHAs obtenidos de cepas de Ralstonia eutropha PHB4, quienes reportan que corresponde a un
grupo C=0 y puede dar indicios de que el PHA puede contener un estado semicristalino. Thakor et
al. (2005), también encontraron a una longitud de onda de 1743 cm™ |a presencia del grupo C=0
para una MCL-PHA obtenido de la cepa Comamonas testosteroni, usando como fuente de carbono
diferentes tipos de aceites vegetales. Otros autores también reportan la presencia del grupo C=0,
pero en longitudes de onda que difieren a las encontradas en esta investigacion; es asi como
Dominguez et al. (2015), encontré que el grupo C=0 esta ubicado entre las longitudes de onda de
1718-1720 cm™, debido a que es un biopolimero con alto componente cristalino. Asi mismo Mc
Naughten et al. (2000), expresan que el grupo C=0, debe estar exactamente en la vibraciéon 1735,
pero que su posicién puede variar en funciéon de la cristalinidad del polimero.

En cuanto a las flexiones asimétricas encontradas para los grupos CH, y CHs, las cuales se
encuentran entre los 1452-1457 cm™ y 1379-1384 cm™ respectivamente, las cuales son reportadas
para PHAs, también fueron halladas en los PHAs extraidos en la presente investigacién, dichas
flexiones son también reportadas por Oliveira et al. (2007) y Gascue et al. (2000), este ultimo
trabajo con un PHB obtenido en una industria de cafia azucarera. Asi mismo, Mc Naughten et al.
(2000), afirman que estas flexiones corresponden a los PHBs. Finalmente, estas flexiones también
fueron encontradas en estudios a nivel celular por Manfait et al. (1994).

En esta investigacién se encontrd una flexion del grupo C=0 entre los 1279-1284 cm, en ese
sentido Oliveira et al., (2007) también encontrd que en la extensién 1277 existe una flexién del
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grupo C=0, para PHAs obtenidos a partir de residuos de melazas y de tortas de soya, por procesos
de fermentacién en estado sélido, usando la bacteria Cupriavidus necdtor.

Los PHAs obtenidos a partir de los residuos de yuca y pifia, mostraron en sus espectros de FTIR
flexiones asimétricas asociadas al grupo C-O-C, las cuales estdn ubicadas entre los 1226-1228 cm'?
y los 1185-1187 cm; flexiones también reportadas por Martinez et al.(2013), quienes explican
que a una menor intensidad de esta banda (1185 cm?), la cristalinidad del material aumenta, por
lo que el hecho de que esta banda este en los diferentes espectros indica que las condiciones de
fermentacién pueden incidir en la cristalinidad del PHA obtenido; asi mismo Langlois et al. (2003),
reporta la presencia de las flexiones asimétricas del grupo C-O-C en los 1185 cm™, para un PHB
extraido en procesos de fermentacion con la cepa B. cepacia LMG 122.

Por ultimo, en el presente trabajo se encontré la flexién C-O asociada al grupo ester, en el rango
de 1000 a 1300cm™, esta flexidon también es encontrada por Tripathi et al. (2013), quienes la
reportan para un PHB obtenido de la cepa Alcaligenes sp, utilizando como sustratos la melaza de
cafia y como fuente de nitrégeno urea. Esta vibracion también es reportada por Silverstein et al.
(2005).

Se puede decir que los espectros de los PHAs obtenidos a partir de los residuos agroindustriales de
yuca y pifia a través de procesos de fermentacidon con la cepa Ralstonia eutropha, muestran los
grupos funcionales tipicos para un PHA, los cuales estdn en las longitudes de ondas reportadas en
otros estudios para diversos PHAs extraidos con diferentes cepas y sustratos; lo que muestra que
los residuos de yuca y pifia cuando son sometidos a procesos de fermentacidon con la cepa
Ralstonia eutropha, pueden ser usados para producir PHAs con grupos estructurales similares a los
de otros PHAs y PHB de tipo industrial, siendo una alternativa viable para la produccién de nuevos
materiales y como soluciéon al problema ambiental que estdn generando. Sin embargo las
diferentes condiciones de fermentacidn si pueden tener una influencia en la cristalinidad de los
PHAs obtenidos para ambos tipos de residuos, ya que de acuerdo a los resultados aqui obtenidos
las bandas de 1724 cm™ (Extensién C=0 de PHB), 1742 -1749 cm(Extensién C=0 de MCL PHA) y la
de 1185cm(Flexidon asimétrica C-O-C), pueden dar un indicio de que el polimero aqui obtenido no
es completamente cristalino, pudiendo contener fases amorfas, lo que puede llegar a pensar en la
formacién de diferentes cadenas poliméricas, sin embargo no es posible concluir en esta seccién,
ya que se requiere de analisis de RMN y DSC para comprobar esta hipétesis inicial. Sin embargo la
posible presencia de fases amorfas, podria influir en que el PHA obtenido sea mas flexible y pueda
facilitar su aplicacion en diversas areas.

4.3.2 CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE BARRIDO (DSC).

En las Figuras 21y 22 se pueden observar los diferentes termogramas obtenidos por DSC, para los
PHAs extraidos de los residuos de pifia; asi mismo en las Figuras 23 y 24 se pueden ver los
diferentes termogramas obtenidos por DSC, para los PHAs extraidos de los residuos de yuca,
ademas en las figuras 21, 22, 23 y 24 se puede apreciar el comportamiento térmico de un PHB
patron.
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Figura 22. Termo-gramas obtenidos por DSC, para las condiciones de fermentacion 5, 6,7, 8,9 de los residuos de
cascara de pifia y muestra patron.
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Figura 23. Termo-gramas obtenidos por DSC, para las condiciones de fermentacién 1, 2, 3,4 de los residuos de
cascara de yuca y muestra patron.
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Figura 24. Termo-gramas obtenidos por DSC, para las condiciones de fermentacion 5, 6, 7, 8 de los residuos de
cascara de yuca y muestra patron.

Por otro lado en las Tablas 19 y 20 se muestran las diferentes temperaturas de fusién obtenidas
para los PHAs, extraidos de los residuos agroindustriales de pifia y yuca, respectivamente, ademas
de la temperatura de fusion de la muestra patrén.
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Tabla 19. Temperaturas de Fusion (Tm), y Temperatura de transicién vitrea (Tg)para los PHAs obtenidos de cascaras
de Pifia y PHB patron.

Muestra PHAs Tmi1(°C) Tm2(°C) Tm3(°C) To(°C)
1 73.28 106.03 149.40 -23.16
2 71.41 108.71 147.70 -31.23
3 71.49 10790 - -37.81
4 109.86 14850 - -43.44
5 15.72 109.55 - -48.03
6 74.72 113.30 149.48 -40.06
7 112.22 14641 -32.13
8 109.84 148.02 - -32.38
9 108.22 14649 - -31.67

PHB PATRON 160,83 - e 2.47

Tabla 20. Temperaturas de Fusién (Tm), y Temperatura de transicion vitrea (T;) para los PHAs obtenidos de cascaras
de yuca y PHB patron.

Muestra PHAs Tm1(°C) Tm2(°C) Tm3(°C) Ty(°C)
1 24.38 109.34 141.90 -19.33
2 18.25 109.02 150.36 -19.70
3 19.09 108.83 149.34 -19.49
4 19.22 109.67 - -19.52
5 19.06 100.49 147.31 -21.71
6 25.23 106.15 - -20.47
7 111.87 - - -21.97
8 18.32 69.48 - -24.19
PHB PATRON 160,83 - - 2.47

Con respecto a los andlisis de DSC, se puede decir que tanto los termogramas obtenidos para los
PHAs de pifia y yuca (figuras 21, 22, 23 y 24) mostraron un comportamiento similar entre las
diferentes condiciones de fermentacion; en general las muestras presentan mdas de una
temperatura de fusion claramente observable, lo anterior debido posiblemente a la presencia de
diferentes longitudes de cadena en la muestra. En tanto que la muestra patrén mostrd solo un
punto de temperatura de fusién con un valor de 160.83°C. La presencia de dos o mads
temperaturas de fusion o de transicién vitrea implica que el PHA estd conformado por al menos
dos tipos de cadenas poliméricas, Srienc y Kelley (1999).

De acuerdo a los datos mostrados en la Tablas 19 y 20 y con base a los termogramas, es posible
ver que las PHAs obtenidos a partir de los residuos de pifia y yuca, tienen tres puntos de
temperatura de fusion: Tmi1(71.41 — 109.86), la Tm2 (106.03-148.50) y la Tm3 (147.70 -149.48), (tabla
19); en tanto que las T, para los biopolimeros extraidos de los residuos de cascaras de yuca las
temperaturas de fusidn variaron para Tm1(18.25 — 111.87), la Tm2 (69.48-109.67) y la Tm3(141.90 -
150.36); en ambos casos las temperaturas de fusidon de los PHAs, obtenidos en esta investigacion
estuvieron por debajo de la T, medida para el PHB patrén.Con respecto a la T esta oscilé entre los
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-48 a-32°C, para los PHAs obtenido de los residuos de pifa, en tanto que la T; para los PHAs
extraidos de los residuos de yuca variaron entre los -24 a -19°C, estas T, claramente menores a las
del PHB comercial, la cual fue de aproximadamente 2.47°C; estos valores son légicos ya que a
menores temperaturas de fusion la temperatura de transicidn vitrea se dezplaza hacia la izquierda,
indicando un posible menor grado de cristanilidad del PHAs obtenido en esta investigacion, lo cual
se relaciona con lo reportado por Dominguez et al. (2015).

Algunos estudios reportan T., superiores, a los reportados en este estudio, es asi como Oh vy
Saratale (2015), reportan una T, aproximadamente de 172°C, para diferentes PHBs, obtenidos de
sustratos como cascarilla de girasol, soya, aserrin y cascarilla de arroz paddy, los cuales fueron
sometidos previamente a un tratamiento alcalino e hidrolisis enzimatica, lo anterior con Ralstonia
eutropha. Oliveira et al. (2007), caracterizaron por DSC un PHB extraido a partir de la fermentacién
de la melaza con torta de soya, usando la cepa Cupriavidus necdtor (también se clasifica como
Ralstonia eutropa), encontrando que la T, fue de 170°C, sin embargo la forma de fermentacion
fue por estado sélido. Sin embargo, Chen et al. (2007), con Ralstonia eutropha y en diferentes
tipos de medios de cultivos obtuvieron PHAs, tales como 3-hidroxibutirato, el 3-hydroxioctanoato,
3-hydroxidecanoato entre otros, obteniendo diversos valores de Tn, que oscilaron entre los 134°C a
151°C, rangos en los cuales se encuentra las Tm3, obtenidas para los PHAs extraidos de los residuos
de yuca; en tanto que en este rango de Tm obtenidos por Chen et al. (2007), son similares a las Tm;
de las condiciones de fermentacién 7, 8 y 9 y las Tr3 de las condiciones de fermentacidon 1, 2 y 6 de
los PHAs obtenidos de los residuos de pifia.

Otros reportes de temperaturas de fusién, para PHAs, obtenidos con otras cepas diferentes a la
Ralstonia eutropha, Dominguez et al. (2015), quienes extrajeron diferentes tipos de PHBs con
numerosas cepas de Azotobacter vinelandii, obteniendo Tms que varian alrededor de 151-178°C,
siendo el valor inferior aproximado a los obtenidos en la T3 de la condicién 1y 6 de fermentacion
para los PHAs extraidos de las cascaras de pifia; asi mismo este valor es similar al de la Tms de la
condicidn de fermentacidn 2 y 3 para los residuos de yuca. Otros valores de caracterizacién
térmica de PHAs, los da Ashby et al. (2002), quienes a través de la cepa Pseudomona oleovorans y
con sustratos como glucosa, acido nonaico, acido oleico y acido octanoico, obtuvieron varias clases
de copolimeros de cadena media-larga, arrojando Tms entre los 161-178°C; valores superiores a los
reportados en este trabajo; sin embargo al separar los PHAs, las temperaturas de fusion de los
PHAS asociados a la glucosa y acido octanoico fueron bastante menores, alrededor de 40°C, lo que
puede sugerir que estos sustratos pueden influir en la formacién de PHAs de cadena media, por
ende con menor Tn, haciendo que el PHA tenga propiedades mas elasticas. Matsusaki et al. (2000),
con diferentes sustratos como glucosa y acidos dodecanoaicos y con cepas recombinadas de
Pseudomonas sp 61-3, obtuvieron 22 tipos de PHAs, los valores arrojados por los DSC para las Tm
de los biopolimeros obtenidos por estos autores, oscilaron en el rango de 42-146°C; estos valores
son similares a las Tm obtenidas para los PHAs de residuos de pifia, en especifico a las Tm: de las
condiciones de fermentacién 1, 2, 3, 4, 6 y 8; otros copolimeros obtenidos por estos autores,
estan en acuerdo con las T, de las condiciones de fermentacidn 7 y 9, de los PHAs extraidos de los
residuos de pifia; asi mismo los valores reportados por Matsusaki et al. (2000) son similares a los
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valores de las Tmz2 de los PHAs obtenidos de los residuos de cascaras de yuca. Otros valores de Tn,
similares a los obtenidos en esta investigacion, son dados por Lépez-Cuellar et al. (2011), quienes a
partir de aceite de canola y la cepa de Wautersia eutropha, generaron un PHA de cadena media
con una T, de 133°C. Simon-Colin et al. (2012), a partir de la cepa Pseudomonas guezennei,
obtuvieron diferentes tipos de PHAs, variando las fuentes de carbono entre glucosa, ocatanato de
sodio y el dcido 10-undecenoico, en general las temperaturas de fusién estuvieron en el intervalo
de los 46-55°C, sugiriendo que el biopolimero obtenido es de cardcter semi-cristalino. Finalmente,
Langlois et al. ( 2003), lograron obtener un PHO usando como sustrato octanato de sodio, con las
cepas: Pseudomonas Sp Gpol 105816, Pseudomonas aureofaciens LM1245, Pseudomonas
chlororaphis DSM 50083, Pseudomonas fluorescens DSM 50415, con Tns de 50.2, 50, 52 y 40°C,
respectivamente. Finalmente, Martinez et al. (2013), mezclaron un PHB con diferentes porcentajes
de hidroxivalerato (HV), encontrando dos temperaturas de fusién, asociadas a las diferentes
cadenas presentes en cada biopolimero, ellos reportan que a medida que hay mas presencia de
HV, las temperaturas y entalpias de fusién del biopolimero decrece, en ese sentido los valores de
Tm hallados por estos autores estdn en el intervalo de los 56.8 a 142.06°C; valores mds acordes con
los reportados en esta investigacion, lo que nos puede indicar que en el proceso de fermentaciény
extraccién se pudo formar un copolimero entre PHB y PHV.

Varios autores resportan T, para PHAs; es asi como Ashby et al. (2002), utilizando la cepa
Pseudomona oleovorans y con sustratos como glucosa, acido nonaico, acido oleico entre otros
obtuvieron varias clases de copolimeros de cadena media-larga, arrojando T, entre 3 y 4°C; valores
superiores a los reportados en este trabajo; sin embargo al separar algunos PHAs con acetona, la
T, de los PHAs asociados al aceido oleico y ocatoctanoico fueron bastante menores, alrededor de -
53°C, lo que puede sugerir que estos sustratos pueden influir en la formacién de PHAs con
menores puntos de fusién y por ende con menor T, haciendo que el PHA tenga propiedades mas
eldsticas, siendo esto ultimo acorde a lo encontrado en esta investigacion. Por otro lado, Oh y
Saratale (2015), extrajeron PHBs a partir de residuos de cascarilla de girasol, soya, aserrin entre
otros reportando valores de T, alrededor de 10°C usando la cepa Ralstonia eutropa, siendo este
valor superior al reportado en este trabajo. Oliveira et al. (2007), caracterizaron por DSC un PHB
extraido a partir de la fermentacion de la melaza con torta de soya, usando la cepa Cupriavidus
necdtor (también se clasifica como Ralstonia eutropa), encontrando que las T, oscilaron entre -0.3
y -0.2, relacionando este valor con una alta critalinidad del PHB. Lo anterior podria sugerir que el
PHA extraido en esta investigacion tenga propiedades amorfas y con menores grados de
cristalinidad dadas las T; obtenidas. Valores similares de Tga los hallados en este trabajo fueron
encontrados por Simon-Colin et al. (2012), quienes a partir de la cepa Pseudomonas guezennei
obtuvieron diferentes tipos de PHAs, variando las fuentes de carbono entre glucosa, ocatanato de
sodio y el acido 10-undecenoico; en general las Ty estuvieron en el intervalo de los -50 a-
39°C,siendo correspondientes con las T, encontradas para los PHAs extraido de los residuos de
pifia sugiriendo que el biopolimero obtenido es de caracter semi-cristalino y con caracteristicas
elastomericas. Asi mismo, Chen et al. (2007), reportan valores de T, de -24°C, para un PHB
obtenido con la cepa Ralstonia eutropa, dichos autores sugieren que este valor corresponde a un
polimero con caracteristicas amorfas; lo anterior podria indicar que los PHAs extraidos de los
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residuos de yuca, también tendrian estas caracteristicas ya que las T, reportadas en la tabla20 son
aproximadas a lo reportado por este autor.

Se podria decir que en general lo PHAs aqui obtenidos tanto por los procesos de fermentacién de
los residuos de pifia y yuca, muestran claramente diferentes temperaturas de fusidn. Estas
diferentes temperaturas de fusion se puedieron haber formado debido a diferentes factores, el
primero de ellos, es que una vez fueron hirolizados los residuos de cascaras de pifia y yuca
probablemente se generaron algunos subproductos tales como acidos orgdnicos de cadena corta
con un numero impar de carbonos) (Razaghi et al., 2016), los que al ser consumidos por la bacteria
y en presencia de glucosa pudieron dar lugar a la formacion de diferentes cadenas poliméricas y
en especifico formaron el monémero 3HV (Keasling et al., 2002); como segundo aspecto se tiene
el tiempo de fermentacién también pudo influir en los diferentes puntos de fusidon de cada
cadena, ya que segun el tiempo de fermentacién puede haber mayor o menor consumo de
sustrato o inclusive del mismo biopolimero por parte de la cepa, lo que también puede incidir en
las propiedades de biopolimero. Por otro lado, al ser temperaturas de fusién menores a los de los
PHB comerciales, da a entender que el polimero podria tener comportamientos cristalinos y
amorfos, siendo estas caracteristicas asociadas a la presencia de un PHB y PHV, respectivamente;
lo anterior a que con la presencia del PHV, las temperaturas de fusidn disminuyen.Esta hipdtesis se
podria reforzar con el hecho de que las T, tienen valores desplazados hacias la izquierda lo cual
sugiere que tanto el PHA obtenido de los residuos de pifia y yuca tiene caracteristicas amorfas y
elastomericas. Lo dicho antes, es una gran ventaja ya que en general los PHBs son quebradizos y
fragiles, y si lo que se obtiene es un copolimero PHBHYV, este es un material mas flexible lo cual
abre la puerta a buscar aplicaciones en el campo de biomedicina y empaques. Sin embargo para
poder determinar la cristalinidad del polimero es necesario analizar las entalpias de fusion, y se
requieren ademas analisis de GCM y RMN, para verificar la presencia del PHB y PHV.

En las Tablas 21 y 22 se muestran las diferentes entalpias de fusién obtenidas para los PHAs,
extraidos de los residuos agroindustriales de pifia y yuca respectivamente; ademas de la entalpia

de fusion de la muestra patron.

Tabla 21. Entalpias (AH) de Fusidn, para los PHAs obtenidos de los residuos de cascaras de Pifia y PHB Patron.

Muestra PHAs AH; (J/q) AH; (J/g) AHs3(l/g)
1 2.46 4.88 5.36
2 1.34 13.85 3.79
3 0.61 17.70 -
4 6.64 435 e
5 1.14 836 -
6 2.14 7.76 1.49
7 18.32 282 -
8 16.97 427 -
9 19.04 3.64 -

PHB PATRON 7142 e e
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Tabla 22. Entalpias (AH) de Fusion, para los PHAs obtenidos de residuos de cascaras de Yuca y PHB patron.

Muestra PHAs AH; (J/g) AH; (J/g) AHs(J/g)

1 9.49 22.65 1,46

2 2.01 29.12 3.30

3 433 25.75 6.05

4 2.43 3260 -

5 341 31.71 541

6 4.97 2343 -

7 4487 - -

8 2.28 344 -
PHB PATRON 7142 - e

Con respecto a los valores de entalpias de fusion, obtenidos tanto para los PHAs de residuos de
pifia y yuca, estas estan muy por debajo de la mostrada por la muestra patrén, lo que indica que
los PHAs obtenidos requieren de baja energia para cambiar de estado, lo que refuerza la hipétesis
de que el polimero tiene una fase mas amorfa que cristalina. Autores como Chen et al. (2007), por
medio de la Ralstonia eutropha y en diferentes tipos de medios de cultivos obtuvieron PHAs, tales
como el 3-hidroxibutirato, el 3-hydroxioctanoato, 3-hydroxidecanoato , encontrando entalpias de
fusion que oscilaron entre los 8 a 58 J/g, valores similares a los reportados en este trabajo,
especificamente para la AH, del PHA de la condicién de fermentacién 5 de los residuos de cascara
de pifia; en tanto que para el caso de los PHAs obtenidos con los residuos de yuca coinciden con
las AH,, de las condiciones de fermentacién 1, 2, 3, 4, 5 y 6. Matsusaki et al. (2000), con diferentes
sustratos como glucosa y acidos dodecanoaicos y con cepas recombinadas de Pseudomonas sp 61-
3, obtuvieron varios tipos de Poly(3.hidroxibutiratos-co-3-hidroxialcanoatos), los valores arrojados
por los DSC para las AHg, fueron de 10 a 39 J/g; este rango de valores contiene las AH;, AH,, de los
PHAs obtenidos de los residuos de pifia para las condiciones de fermentacién 7, 2 y 3 (Tabla 21).
En tanto que para el caso de los entalpias de fusién de los PHAs extraidos de los residuos de
cascaras de yuca, este rango contiene las AH,, asociadas a las condiciones de fermentacién 1, 2, 3,
4, 5y 6 (Tabla 22). Simon-Colin et al. (2012), a partir de la cepa Pseudomonas guezennei,
obtuvieron diferentes tipos de PHAs, variando las fuentes de carbono entre glucosa, ocatanato de
sodio y el acido 10-undecenoico, en general las AH; oscilaron entre 3 a 35 J/g, dando como
resultado un PHA, semi-cristalino; este rango de valores de entalpias de fusién, contiene algunos
de los valores encontrados en los PHAs extraidos de los residuos de pifa y yuca, reportados en las
tablas 25 y 26. Finalmente Langlois et al. ( 2003) lograron obtener PHO usando como sustrato
octanato de sodio, con las cepas: Pseudomonas Sp Gpol 105816, Pseudomonas aureofaciens
LM1245, Pseudomonas chlororaphis DSM 50083, Pseudomonas fluorescens DSM 50415, con
valores de AHy, entre 7.9 y 8.6 J/g, valores aproximados a los encontrados para la AH, del PHA
extraido de la condicion de fermentacién 6 de los residuos de cascara de pifia. Por ultimo,
Martinez et al. (2013), mezclaron un PHB con diferentes porcentajes de hidroxivalerato (HV),
encontrando diferentes entalpias de fusién, asociadas a las diferentes cadenas presentes en cada
biopolimero, reportando que a medida que hay mas presencia de HV, las entalpias de fusion del
biopolimero decrece; en ese sentido los valores AHy, hallados por estos autores estan en el
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intervalo de los de 4.6 a 27.2 J/g; valores mas acordes con los reportados en esta investigacion, lo
gue nos puede indicar que en el proceso de fermentacion y extraccién se pudo formar un

copolimero entre PHB y PHV.

En general los resultados de Tm y AH, asociados a los PHAs obtenidos y extraidos de las
diferentes condiciones de fermentacién tanto para los residuos de pifia y yuca sugieren que se
formd un copolimero el cual puede contener un mayor comportamiento amorfo, debido a la
posible presencia de un PHV; se hace entonces necesario calcular el grado de cristalinidad del PHA
obtenido para cada condicidn de fermentacién, esto por medio de la ecuacién 4 y tomando como
AHf = 146 J/Kg, que es la entalpia de fusion para un PHB completamente cristalino (Dominguez et
al.,, 2015); sin embargo se habla de cristalinidad parcial, ya que en esta investigacion no se
separaron las muestras de copolimero, lo anterior debido a la baja produccién del mismo. En ese
sentido en la Tablas 23 y 24 se muestra la cristalinidad parcial de los PHAs obtenidos a partir de los
residuos de pifa y yuca, para cada punto de entalpia de fusiéon encontrado.

Tabla 23. Cristalinidad (X) para los PHAs obtenidos de cascaras de Pifia y patron

Muestra PHAs X1(%) X2(%) X3(%)
1 1.68 3.34 3.67
2 0.92 9.49 2.60
3 0.42 1212 -
4 4.55 298 -
5 0.78 573 -
6 1.47 5.32 1.02
7 12.55 193 -
8 11.62 292 -
9 13.04 249

PHB PATRON 4892 e -

Tabla 24. Cristalinidad (X) para los PHAs obtenidos de cascaras de Yuca y patrén.

Muestra PHAs X1(%) X2(%) X3(%)
1 6.50 15.51 1.00
2 1.38 19.95 2.26
3 2.97 17.64 4.14
4 1.66 2233 -
5 2.34 21.72 3.71
6 3.40 16.05 -
7 3073 e e
8 1.56 236 -
PHB PATRON 48.92 e e

Con relacion al porcentaje de cristalinidad varios autores reportan este parametro, para diversos
PHAs obtenidos con variadas cepas y sustratos. En este sentido Lopez-Cortéz et al. (2010),
reportan que lograron obtener un PHB a partir de la cepa Paracoccus seriniphilus con
cristalinidades similares a la del polipropileno, la cual es mas alta que las reportadas en las tablas
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23y 24. Por otro lado, Oliveira et al. (2007), encontraron valores de cristalinidad del 46 y 45% para
PHBs obtenidos de residuos de soya y melazas, valores superiores a los encontrados en esta
investigacion; sin embargo reportan un valor de cristalinidad para un PHB comercial de 53%, la
cual es similar a la reportada por el PHB comercial usado como referencia en este trabajo. Asi
mismo, Dominguez et al. (2015), reportan el porcentaje de cristalinidad para diversos PHBs
sintetizados a partir de la Azotobacter vinelandii, dicho pardmetro oscilo entre el 38 y 71%, para
los biopolimeros analizados, estos valores también son superiores a los obtenidos en este trabajo.
Aungue, no se encuentran valores de % de cristalinidad para copolimeros de PHBHV, Langlois et al.
(2003), Chen et al. (2006) y Chen et al. (2007), coinciden en que la cristalinidad de los PHAs
disminuye en la medida que aumenta la longitud de la cadena, esto puede apoyar el argumento de
que los procesos de fermentacién, aplicados a los residuos de pifia y yuca, pudieron formar un
copolimero PHBHV. El hecho de que en los PHAs obtenidos en este trabajo, prevalezca la fase
amorfa es reafirmado por Zhijiang y Zhihong (2007), quienes aseguran que el hecho de que en el
termograma no se visualice la Tg o este dezplazada hacia la izquierda (lo cual se evidencia en las
figuras 21, 22, 23 y 24), implica de que la fase amorfa del polimero ha desplazado a la fase
cristalina del biopolimero.

Dado lo anterior se podria afirmar que los PHAs, extraidos de los residuos de pifia y yuca, pueden
ser un copolimero PHBHV o un MCL-PHA, dado la baja cristalinidad y temperaturas de fusion y de
transicién vitrea determinadas, lo cual es una ventaja ya que son polimeros con buena elasticidad
qgue pueden tener aplicaciones en diversos campos; sin embargo a manera de desventaja el hecho
de presentar baja cristalinidad empeora las propiedades de barrera del polimero, lo que podria
limitar sus aplicaciones para el disefio de empaques.

4.3.3 RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR (RMN).

En las Figuras 25 y 26, se muestran algunos espectros obtenidos por RMN H, para los PHAs
extraidos de la fermentacion de los residuos de cascaras de pifia y yuca y respectivamente, los
demas espectros se pueden consultar en el Anexo 1 de resonancia magnética nuclear.

En general los espectros de RMN H, de los PHAs extraidos de los residuos de yuca y pifia, para
todas las condiciones de fermentacion tuvieron un comportamiento similar, lo anterior se puede
explicar debido a que en general era la misma fuente de carbono (glucosa y fructuosa) y el mismo
tipo de microorganismo; se tienen variaciones minimas en algunas intensidades de algunas
sefiales, pero mas asociadas posiblemente al tiempo de fermentacion. Sin embargo las sefiales
encontradas, tanto para los PHAs extraidos de los residuos de yuca y pifia, estan asociadas a los
desplazamientos de grupos funcionales tales como CHs, CH,, y grupos CH, los cuales son tipicos
para un PHA. Sin embargo es de resaltar que los espectros, muestran desplazamientos asociados a
la formacion de dos tipos de biopolimeros un PHB y PHV, lo cual comprueba la hipdtesis descrita
en los andlisis de FTIR y DSC. En la tabla 25, se muestran los resultados obtenidos para el del
andlisis 'H RMN, donde se observan desplazamientos asociados al PHB y PHV, obtenidos de las
diferentes condiciones de fermentacidn tanto para los residuos de yuca como para los de piiia (los
resultados de las sefiales se muestran unificados, ya que las sefiales son similares para los PHAs
extraidos de ambos tipos de residuos). Asi mismo, con los datos obtenidos se sometieron a
diferente software para verificar la sefial asociada a cada grupo funcional y polimero obtenido.
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Para el andlisis de los espectros RMN 'H y RMN 3C se utiliza el programa MestRe-C versién 4.8.6.0
y se simulan los espectros con ayuda de ChemDraw versién 15.0.0.106, MarvinSketch 15.4.20.0 y
ACD/Labs 10.05.
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Tabla 25. Resultados de RMN-!H, sefiales caracteristicas observadas y valores simulados para biopolimeros de yuca y
pifa.

Desplazamiento

quimico Forma  Tipo dg hidrogeno Marvin Chem
dela unido al C ACD/Labs
observado N Sketch Draw
senal numerado
(ppm)
0.88—0.97 M CHs (18) HV 0.94 0.89 0.94
1.26-1.28 M CHs(11,13,24)HB  1.28;129 1.16;1.32  1.25-1.31
1.61-1.68 M CH, (17) HV 1.46, 1.68 1.55 1.73; 1.79
2.02 M CH; (26) 2.18 2.10 2.16
2.31-2.37 pp ~ CHzacopladoaCH oo )35 559270  2.30;2.66
(4,8, 16)
2.57-2.65 pp ac‘;;;a)do aCH 569,271 254,279  2.852.88
3.65 M Posible CHs-COR (1) 3.39 3.41 3.28
4.17-4.27 M Posible -O-CH-R (3) 4.03 4.84 3.90
5.27 M CH (15) HV 5.12 5.20 5.11;5.14
5.34 M CH (7, 22) HB 5.28 5.30;4.89 5.24

De los datos mostrado en la tabla 25, se podria decir que tanto en los procesos de fermentacion
de los residuos agroindustriales de cascara de yuca y piiia, se pudo haber generado un copolimero
o dos tipos de polimeros, ya que las sefales indican la presencia de estructuras de un PHB y un
PHV. En ese sentido, se reporta que la sefal de 5.27 y 5.34 ppm corresponden al grupo CH, la
primera asociada a un HV y la segunda un HB, similar a lo expuesto por Doi et al. (1986b); estas
sefiales son reportadas para el grupo CH por diversos autores analizando los espectros de 'H para
diferentes PHAs obtenidos con diferentes sustratos y cepas. Doi et al. (1986b) asignaron la sefial
de 5.26 ppm al CH para un PHB obtenido de la cepa del Bacillus megaterium. Mishra et al. (2010)
analizaron el espectro de *H RMN para un PHB, obtenido a partir de los residuos de la industria del
biodiesel de la jatrofa, usando las cepas SM-P-3M y SM-P-1S, asignando la sefial de 5.30 ppm al
grupo CH, lo cual también se corresponde con lo encontrado en este trabajo. Simon-Colin et al.
(2008) caracterizaron un MCL-PHA, obtenido a partir del aceite de copra usando la cepa
P.guezennei, obteniendo sefiales de 5.20 ppm asociadas al grupo CH, sefial también reportada por
Simon-Colin et al. (2012) para el espectro de un PHA obtenido de sustratos como la glucosa y el
acido octanoico. Ballistreri et al. (2011) fermentaron con la cepas Pseudomonas aeruginosa pastos
de la familia de las brasica, las cuales son ricas en acidos y cadenas grasas obteniendo un poli (3-
hidroxialcanoato), el cual mostro sefiales de 'H de RMN entre 5.2 a 5.5 ppm, asignando este
intervalo al grupo CH. Koller et al. (2013) obtuvieron las mismas sefiales anteriormente
mencionadas, pero para un MCL-PHA, obtenido de residuos de la industria animal con la cepa Ps
citronellolis. Abd-El-haleem et al. (2007), también reportan la obtencién de un copolimero PHBHV
obtenido a partir de levaduras tradicionales y modificadas genéticamente como son la
Saccharomyces cerevisiae y la Kloeckera sp, con sefiales que corresponden a un HV para el CH a
5.24, lo cual es similar a lo reportado en la tabla 25. Finalmente O’Connor et al. (2015), reportan la
sefial del CH con el mismo desplazamiento quimico que los reportados en la tabla 29 para varios
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PHAs obtenidos a partir del manitol presente en los jugos de ensilados, usando diversas cepas
como la Burkholderia sacchari 1PT101 y Pseudomonas chlororaphis IMD555. En general la
caracterizacion de los PHAs en el *H RMN, mostrd sefiales tipicas del CH, el cual fue encontrado en
el rango de sefiales entre los 5,21-5,29 ppm.

En la tabla 25, se pueden ver diferentes desplazamientos quimicos del proton H, asociados a
sefiales de grupos de atomos CHs, y CH;; para el primer grupo se asignaros desplazamientos de
0.88 a 0.97 ppm cuando estdn en la cadena del HV y entre 1.26 a 1.28 asignados al PHB; por otro
lado los desplazamientos entre los 2.31 a 2.37 y 2.57 a 2.65 ppm se asignaron al grupo CH;
acoplados a un CH. Las sefiales anteriores han sido reportadas para esos grupos funcionales por
varios autores, cuando caracterizaron PHAs por H RMN; en ese sentido Doi et al. (1986b),
asignaron la sefial 1.274 ppm al CH; para un PHB obtenido de la cepa del Bacillus megaterium.
Mishra et al. (2010) para PHBs extraidos de residuos de la industria del biodiesel de la jatrofa,
fermentados con las cepas SM-P-3M and SM-P-1S, concluyeron que el grupo CH; estaba en el
desplazamiento de 2.50 ppm, los grupos CHs los asociaron a las bandas en el rango de los 1.25 a
1.57 ppm y el grupo terminal del CHs; en la regién de los 0.9 ppm. Simon-Colin et al. (2008),
analizaron un espectro de H RMN, para una MCL-PHA obtenido a partir del aceite de copra
usando la cepa P.guezennei, encontrando que las sefiales de 0.89, 2.47-2.6 ppm, fueron asignadas
al grupo CHs y CH,, respectivamente; estas mismas sefiales son reportadas por Simon-Colin et al.
(2012), pero para el espectro de un PHA, obtenido de sustratos como la glucosa y acido octanoico;
estos resultados en concordancia con los obtenidos para los PHAs extraidos de los residuos de
cascara yuca y pifia. De igual modo, Ballistreri et al. (2011) reportan la presencia del grupo CH; en
la sefial de 0.96 ppm, lo anterior para un poli (3-hidroxialcanoato) obtenido a partir de procesos de
fermentacién de pastos de la familia basica con la cepas Pseudomonas aeruginosa pastos de la
familia de las brasica. Trivedi et al. (2016), optimizaron y caracterizaron el proceso de obtencion
de un PHA derivado del proceso de fermentacién de residuos de glicerol con la cepa
Pannonibacter phragmitetus ERC8, determinando que los desplazamientos para el grupo CHs;
estaban a los 0.832 ppm. O’Connor et al. (2015), encontraron en diferentes PHAs sintetizados a
partir del manitol presente en los jugos de ensilados, usando diversas cepas como la Burkholderia
sacchari IPT101 y Pseudomonas chlororaphis IMD555 desplazamientos quimicos entre los 1.28-
1.26, 2.44-2.6 ppm, los cuales fueron asignadas a los grupos funcionales del CHs; y CH2
respectivamente. Abd-El-haleem et al. (2007), también reportan la obtencion de un copolimero
PHBHV,usando levaduras tradicionales y modificadas genéticamente como son la Saccharomyces
cerevisiae y la Kloeckera sp, dichos autores asignan los desplazamientos de CH, a 1.6 ppm y el CH;
a 0.9 ppm para el HV, en tanto que la sefial de 1.3 ppm se asigna al CHs; del PHB, valores en
concordancia con los encontrados en este trabajo (tabla 25). En general todos los estudios que
reportan 'H RMN para PHAs, obtenidos con distintos sustratos y cepas, obtienen valores similares
de desplazamiento quimicos, a los obtenidos en esta investigacion. Otros autores también
reportan resultados similares a los mostrados en este trabajo (Nomura et al., 2016); Simon-Colin
et al., 2009; Nakas et al., 2004).
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En general de los anélisis de los espectros *H RMN, para los PHAs, extraidos de los procesos de
fermentacién de los hidrolizados de los residuos de cascaras de yuca y pifia, muestran grupos
funcionales tipicos asociados a la formacion de un copolimero PHBHV o a la presencia de dos
polimeros HB y HV; estos resultados de RMN confirman las hipdtesis trazadas en los analisis de
FTIR y DSC. En ese sentido, la literatura reporta que para que se pueda formar este copolimero por
procesos de fermentacién con la Ralstonia eutropha, se requiere hacer la fermentacidon con
adicién de glucosa y propionato (acido popanioco) (Keasling et al., 2002). Sin embargo en este
trabajo no se agregd propionato en ningun caso. Por otro lado, algunos autores reportan que al
someter residuos de vegetales y frutas a procesos de hidrolisis acida, pueden obtenerse diversos
acidos grasos (Razaghi et al., 2016). Asi mismo Wong et al. (2016), a partir de procesos de hidrolisis
acido-genica, aplicada el residuos de alimentos, reporta la presencia de 4cidos grasos tales como
el propionico, butirico y acético. Kumar et al. (2016) hidrolizaron residuos de cascara de papas y
cebollas encontrando la presencia de acidos grasos volatiles tales como el acético el propanioco y
el butirico. Dado lo anterior, se puede inferir que en los procesos de hidrolisis aplicados tanto a los
residuos de cascaras de yuca como de pifia, se pudieron haber formado acidos grasos volatiles,
dentro de los que se pueden encontrar el acido propanoico que junto con la glucosa y la bacteria
Ralstonia eutropha, pudieron favorecer la sintesis del copolimero PHBHV. Siendo esto un valor
agregado importante ya que a futuro, estos residuos podran ser usados como precursores del HV,
disminuyendo los costos de produccién del mismo, ademas obtenido un copolimero con
propiedades elastomericas el cual tiene aplicaciones en diferentes campos de la industria, como la
de medicina.

En las Figuras 27 y 28, se muestran los diferentes espectros obtenidos por RMN 3C, para los PHAs
extraidos para las diferentes condiciones de fermentacién de los residuos de cascaras de pifia y
yuca respectivamente.
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Figura 28. Espectros de RMN 13C, para las condicion de fermentacién 1 de cascara de yuca.

En general tanto los espectros de RMN 3C, de los PHAs extraidos de los residuos de yuca y pifia,
para todas las condiciones de fermentacién tuvieron un comportamiento similar, las sefiales
encontradas, tanto para los PHAs extraidos de los residuos de yuca y pifia, estdn asociadas a los
desplazamientos de grupos funcionales tales como CHs, CH,, CH y C=0, los cuales son tipicos para
un PHA. Con los espectros de carbono 13, se evidencia nuevamente que existen desplazamientos
asociados a formacion de un copolimero conformado por un PHB y PHV, tanto para los PHAs
extraidos de los residuos de yuca como de pifa. En la tabla 26 se muestran los resultados
obtenidos para el del andlisis RMN 3C, donde se observan los desplazamientos asociados y el
numero de carbono al cual corresponde en la estructura general del polimero (los resultados de
las sefiales se muestran unificados, ya que las sefiales son similares para los PHAs extraidos de
ambos tipos de residuos). En general los desplazamientos quimicos entre 19, 40, 67 y 169 ppm,
corresponde a los grupos CHs, CH,, CH y C=0, respectivamente.
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Tabla 26. Resultados de RMN-13C y Sefiales caracteristicas observadas.

Desplazamiento Numero de Carbono.

guimico (ppm)
14.11 18
19.80 11
22.70 13
27.22 24
29.07 17
29.34 26
29.68 16
31.91 8
40.80 4
40.88 23
67.63 1
77.20 22
169.1 7
169.2 15
169.14 3

Los desplazamientos encontrados en el presente trabajo coinciden con los reportados en
literatura, confirmando la presencia de PHAs y en especial la formacion del copolimero PHBHV. Es
asi como Doi et al. (1986) sintetizaron un PHBHV a partir de la cepa Alcaligenes eutrophus ATCC
17699, reportando desplazamientos de 19.79, 40.82, 67.64 y 169.16 ppm, asociados a los grupos
CHs, CH,, CH y C=0, respectivamente; estas mismas asignaciones fueron dadas por Abd-El-haleem
et al. (2007) para un copolimero de PHB y PHV obtenido a partir de Saccharomyces cerevisiae y la
Kloeckera sp. Doi et al. (1986) reportan el grupo CH; en los desplazamientos 26, 38 y 40.8 ppm y
CO en 169.14; 169.32 y 169.52 ppm. Abd-El-haleem et al. (2007) reportan que los desplazamientos
tipicos de un copolimero PHBHV son 19.87, 40.87, 67.64 y 169.21 ppm para el PHB, en tanto que
para los PHV son de 22.10 sefiales que coinciden a las reportadas en este estudio (tabla 26).

Otros desplazamientos quimicos que se encuentran alrededor de 27 y 14.3 ppm y que son
reportados en la tabla 26, son relacionados con el CH, y el CHs (Ballistreri et al.,, 2011),
desplazamientos que se asignaron a los carbonos 18 y 24 de la estructura del copolimero obtenido
en el presente estudio (Figura 29); Casini et al. (1997) también reportan sefiales similares a las
encontradas en este estudio.

23 26

24

Figura 29. Posible estructura del copolimero PHBHV, obtenido.Y: PHV X: PHB en el presente trabajo.

Finalmente, para la cuantificacion de la relacion molar entre las unidades HB y HV se seleccionaron
dos sefiales exclusivas de los mondmeros que guarden la proporcionalidad de intensidades, estas
son 5.36 ppm (CH HB) y 5.24 ppm (CH HV) Doi et al. (1986, y con la ecuacidn 7 se obtuvieron las
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relaciones de HB y HV para los PHAs obtenidos a partir de los residuos de yuca y pifia, los cuales se
muestran en las tabla 27.

=T (7)

T it

Donde:X es la fraccién molar del HV, Y; y Y, corresponden a la sefial de las areas de 5.24 y 5.36
ppm en la relacion al grupo CH de resonancia del HV y HB, respectivamente.

Tabla 27.Composicion molar porcentual de HV para diferentes condiciones de fermentacion de los PHAs obtenidos de
residuos de Yuca y Pifa.

PHAs Residuos de Yuca PHAs Residuos de Pifia

Condicidn de Fermentacion % HV Condiciéon de Fermentacion % HV
1 72,6 1 64.0
3 82,0 2 68.0
4 76,1 3 64.0
5 73,1 4 70.2
6 67,4 5 55.2
7 78,3 6 68.2
8 73,1 8 74,2

——_—— ——— 9 _—

De la Tabla 27, se puede concluir que en general, el copolimero obtenido tiene un mayor
contenido de HV, lo cual esta relacionado con los resultados de DSC, los cuales muestran que los
polimeros tenian una fase mas amorfa, lo anterior asociado a los bajas temperaturas de fusion y
de Tg, ya que en general los PHV, son biopolimeros del tipo elastomericos. En general para el caso
de los PHAs, obtenidos a partir de residuos de yuca, la condicién de fermentacién 3 arrojé el
mayor contenido de PHV, en tanto que la de menor contenido fue la condicién 6. Para el caso de
los PHAs, obtenidos con los residuos de pifia, la condicién 9 fue la de mayor concentracién de HV y
la de menor contenido de HV, fue la 5. La anterior diferencia se debe a que el no control del pH,
pudo inducir a que la cepa consumiera en mayor o menor grado los acidos organicos que se
pudieron haber producidos en la hidrolisis, lo que eventualmente influiria en la produccién de
3HV.

De los andlisis de 3C RMN, se confirman las hipétesis trazadas con los andlisis de DSC, donde se
evidenciaba la presencia de mas de una cadena polimérica; en general se obtuvo un polimero con
contenidos de HV entre el 67 al 82%, para el caso de los PHAs, extraidos con residuos de yuca; y un
contenido de HV entre el 55 y 83% para los PHAs, extraidos con r esiduos de pifia.

4.3.4 ESPECTROFOTMETRIA DE GASES-MASAS (GCM).

En las Figuras 30 y 31 se muestran los cronogramas donde se observan los diferentes tiempos de
retencién obtenidos por GCM para distintas cadenas estructurales de los PHAs extraidos para las
diferentes condiciones de fermentacion de los residuos de cascaras de pifa y yuca
respectivamente. Los demds cronogramas se pueden ver en el Anexo 2 de cromatografia. En la
Figura 32, se muestra el tiempo de retencidn para un PHB patron.
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Figura 32. Tiempos de retencién para una muestra de Patron obtenidos por GCM.

En los cronogramas para los residuos de pifia (figura 30) se observan entre 4 y 5 picos, de los
cuales 4 picos se presentan en todas las muestras, con tiempo de retencién aproximados de 5.5,
6.5, 8.5a 9y 12.4 min. Comparando con el cronograma patrén (figura 32) se observan los mismos
picos en estos tiempos de retencién, excepto por el pico a los 12.4 min, el cual puede hacer
referencia a la presencia de lipidos de la membrana de la cepa Ralstonia eutropha. En el caso de
los PHAs, obtenidos de residuos de Yuca, (figura 31), se observan picos con tiempos de retencion
de 5.5, 6.5, 8.4 y 12.4 min; estos tiempos de retencidon también son similares a los mostrados por
el PHB patrén. Se podria decir que los cromatogramas obtenidos por los PHAs extraidos de los
residuos de pifia y yuca, tienen los mismos picos y orden de aparicién, similares a los mostrados
por el patron. En general todos los tiempos de retencidn coinciden con lo reportado en la
literatura para PHAs de longitudes de cadena entre 4 a 8 carbonos Wang et al. (2014).

Finalmente es de destacar, que el pico de los 8.4 minutos, el cual no aparece en la muestra patrén
corresponde al mondmero formado a partir del acido propionico (Mkhize et al., 2014), lo cual
refuerza la tesis de que al tener presencia de este acido se dio la formacién del copolimero
PHBHV, sin embargo en los cronogramas que no se observa este pico, se puede deber a que este
acido puede perderse en los procesos previos al andlisis, tales como derivatizacion y metanolisis,
lo cual es reportado por Zhu et al. (2016). Finalmente se puede decir que el hecho de que se
presenten diversos tiempos de retencion, implica la presencia de diversas cadenas poliméricas, lo
cual esta en concordancia con lo observado en los analisis de DSC.

Con respecto a los andlisis de GCM, se pude decir que independientemente del tipo de residuo y
de la condicién de fermentacion, los tiempos de aparicién de los picos caracteristicos de los PHB,
estan entre 6, 7, 9 minutos, lo cual puede dar indicios de un PHA, con mondémeros de cadenas de 4
y 8 carbonos, en este caso el pico 1 corresponde al 3HB y el pico 3 al 3HV. Confirmando la
formacién de un PHB y PHV, lo que es acorde a lo reportado por Wang et al. (2014). Aunque, los
tiempos de retencidn, estan en funcion de las condiciones de metanolisis, de las temperaturas
usadas en el equipo y de la columna usada, y que no son comparables entre si, es de destacar que
los picos y su orden de aparicidén son similares al PHB patrén y alo reportado en bibliografia. En
este sentido Wang et al. (2014), en un estudio que hicieron a diferentes tipos de PHAs, a través de
la de GCM, determinaron que el tiempo de retencidon para un PHBHV podria aparecer en el rango
de los 6.22 a 6.62 minutos, dicho tiempo en general se puede apreciar en el pico 2 de las figuras
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30, 31y 32. Choi y Lee (1997), también detallan que los tiempos de retencion para el 4HB y el 4HV
son de 6,89 y 6,68 min, respectivamente, estos valores se pueden apreciar en el segundo pico de
los cronogramas de PHAs extraidos de los residuos de pifia y yuca. Otros tiempos de retencion
similares a los mostrados en las figuras 30, 31 y 32 los da Campos et al. (2014) quienes evaluaron
el efecto que tenian diferentes concentraciones de nitrégeno y glicerina sobre algunas
caracteristicas de un P3HB obtenido con la cepa Cupriavidus necdtor, reportando que el tiempo de
retencién para el biopolimero fluctud entre los 5.79 y 5.87 minutos, los cuales son similares a los
obtenidos en el pico 1 de los cronogramas del presente estudio. Huang et al. (2016), también
determinaron que los tiempos de retenciéon para un P3HB era de 5.15 minutos, esto para PHAs
obtenidos a partir de xilosa, por medio de un consorcio bacteriano; tiempos que también
corresponden a los mostrados en los picos de las figuras 30, 31 y 32. Otros autores como Thakor et
al. (2005), encontraron que el tiempo de retencidén del 3HB estaba alrededor de los 9 minutos para
PHAs obtenidos de diferentes tipos de aceites vegetales, usando la cepa Comamonas testosteroni,
aunque de menor intensidad, estos picos también aparecen en los cronogramas reportados en
este trabajo.

En las figuras 33a, 33b, 33c y 33d se muestran diferentes relaciones de masa/carga (m/z)
obtenidas para los PHBs, extraidos de algunas condiciones de fermentacidon de los residuos de
pifia. Las figuras 33a, 33b y 33c muestran las relaciones m/z correspondientes al pico 2 de los PHBs
extraidos en las condiciones de fermentacion 1, 3 y 4 respectivamente. Finalmente la figura 33d
muestras las relaciones de carga del pico 5 de la condiciones de fermentacion 6 la cual
corresponde a un PHV. Los valores de las relaciones masa carga que se reportan en las figuras
antes mencionadas, corresponden al grupo metil ester, el cual hace parte de la estructura general
de los PHAs Choi y Lee (1997).

1 (x10.000) Base Peak S9/ 10.000
] a
0.5+
7S
117
0.0 L § ll 162 199 2120 288 32NT7 L7 3BT L2 482 S03  S49 cac £20 RS2 £O8 738 781
3 T T T T T Y
100 200 300 400 S00 €00 700 800
1.0¢ 10,000) Base Peak S9/ 10.000
%
1 b
0.5
4 75
117
OC-L 2 L | 462 180 235 20 08 247 2mc 424 4ms €02 Ses R0  £21 £SE €97 737 778
T T T T T T Y
100 200 300 400 500 €00 700 800
1 (x10.000) Base Peak: 76/ 10,000
7
60 17 c
o |
) | ! 1,150 lc% b i) ;’GS 43 "87| 427 4895 ﬁC: S44 S8 "‘\1 £80 79(} 38 T77
100 200 300 400 S00 600 700 800
1 oL_l_DgOOL Base Peak: 59/ 10,000
3
] d
0.5
0.0 .Lll" il 160 !?9 <281 "Q;"- 487 ’ﬁﬁ, 424 487 ‘IC’ S48 '51’- £59 E:S 37 1135
100 200 300 400 S00 600 700 800

Figura 33. Espectros de masas de las relaciones m/z para los PHAs obtenidos de los residuos de pifia, la figurasa, by ¢
corresponden a las m/z del PHB; d) relaciones m/z del PHV.



86

En las figuras 34a, 34b, 34c y 34d se muestran diferentes relaciones de m/z obtenidas para los
PHBs extraidos de algunas condiciones de fermentacién de los residuos de yuca. La figura 34a, y
34b muestra las relaciones de m/z correspondientes al pico 2 del PHB, extraido de la condiciones
de fermentacién 1 vy 7, respectivamente; en tanto que la figura 34c muestra las relaciones de m/z
correspondientes al pico 4 del PHB, extraido de la condicion de fermentacion 4; estas
corresponden a estructuras de un PHB. Finalmente la figura 34d muestras las relaciones de m/z
del pico 5 de la condiciones de fermentacién 7, la cual corresponde a la estructura de un PHV. En
la figura 35 se observan las relaciones de carga m/z del PHB patrén.
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Figura 34. Espectros de masas de las relaciones m/z para los PHAs obtenidos de los residuos de yuca, la figuras a,b y ¢
corresponden a las m/z del PHB ; d) relaciones m/z del PHV.
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Figura 35. Espectro de masas de las relaciones m/z para el PHB patrén.

De las figura 35 se puede observar que las relaciones de m/z para el grupo metil ester del PHB
patrén como son la de 59, 75 y 117, corresponden a las mostradas en las figuras 33 y 34 de los
PHBs extraidos de los residuos de pifia y yuca, respectivamente, lo cual corresponde a los citado
por Choi y Lee (1997). En las figuras 33d (pifia) y 34d (yuca) se muestra que las relaciones de m/z
para el pico 5 con mayor abundancia fueron las de 59 y 131, las cuales corresponden a un PHV;
estas relaciones de m/z estan en concordancia con lo expuesto por Choi y Lee (1997) quienes
determinaron que las relaciones m/z con un valor de 117 y 131, corresponden a un PHB y PHV
respectivamente, lo cual esta en concordancia con lo encontrado en este trabajo. Otros relaciones
de carga similares o cercanas a las reportadas en este trabajo y que confirman la presencia de un
PHB son reportadas por Ashby et al., (2005), quienes con unas cepas de Pseudomonas oleovorans
NRRL B-14682 y Pseudomonas corrugata 388 y usando como sustrato glicerol, sintetizaron un
P3HB, con relaciones m/z de 45, 73 y 117. En ese mismo sentido, Thakor et al. (2005) obtuvieron
diferentes espectros para varios PHAs obtenidos de aceites vegetales, reportando relaciones de
carga m/z de 43, 72 y 110, que aunque no son iguales a las reportadas en este trabajo si estan
cercanas. Simon-Colin et al. (2012) expresan que algunas relaciones de m/z para grupo funcional
3-hidroxil son 73, 131 y 159, algunas de estas sefiales se encuentra en los cronogramas del
presente trabajo, otras cercanas o con muy baja abundancia, sin embargo muestran que
corresponden a la literatura reportada. Ashby et al. (2002) reportan una m/z de 131, para un PHV
sintetizado de la Pseudomona oleoverans, lo cual estd en concordancia con las m/z que se
reportan en los espectros de la figuras 33d (pifia) y 34d (yuca) para el pico 5.

En general se puede decir, que los PHAs obtenidos de los residuos de pifia y yuca por procesos de
fermentacién, mostraron los tiempos tipicos de retencion para este tipo de estructuras, indicando
que pueden contener cadenas de carbono entre 6 a 8, ademads se confirma la presencia de dos
tipos de unidades monomericas como son el PHB y PHV, reforzando las hipétesis manejadas con
los andlisis de DSC y RMN H y 13C. Por ultimo, las relaciones de m/z para el grupo metil ester,
corresponden con la formacién de dos estructuras monomericas del tipo PHB y PHV.

4.3 CARACTERIZACION DE FIBRAS OBTENIDAS POR ELECTROSPINNING.

En la Figura 36 se muestran las fotografias de las microfibras a 100 micras (36a), longitud de beads
(36b), tamafio de fibra (36¢c) y didmetro de beads (36d), correspondientes a las micro-fibras
aleatorias obtenidas a partir del polihidroxialcanoato obtenido por residuos de cascaras de yuca.
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Figura 36. Analisis histografico de los diametro de las microfibras y beads, para las microfibras aleatorias, obtenidas
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En las Figura 37 se muestran las fotografias de SEM correspondientes a las nanofibras

aleatorizadas obtenidas a partir del PHA obtenido por residuos de cascaras de yuca.

£ 15kv  X2,000 10pm eR _A5kV  X4,000 Spm

Figura 37. Fotografias SEM para las microfibras aleatorias, obtenidas de PHB a partir de residuos de cascaras de yuca.
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De las figuras 36a y 37, se puede observar que fue posible obtener unas fibras que
estructuralmente se conocen como scaffold, estos contienen dos tipos de estructuras, fibras y
beads, las fibras son las lineas continuas en orden aleatorio, los beads son las formas geométricas
de forma eliptica que interrumpen las fibras, también los “beads”, pueden ser definidos o ser
considerados como una desintegracion capilar de los chorros del polimero por la accién de la
tensién superficial (Chronakis y Frenot 2003). De la figura 37 se puede ver que las fibras son de
tamafio micrométrico y que algunos beads son de estructura porosa. Ademas se observa un alto %
de beads en la estructura general del scaffold. En promedio el tamafio de las fibras fue de 1.7
micras (fig. 37c), en tanto que el didmetro y longitud promedio de los beads fue de 6.2 y 15 micras,
(fig. 37d) y (fig. 37b) respectivamente.

En las Figura 38 se muestran las fotografias de las microfibras a 100 micras (38a), longitud de
beads (38b), tamafio de fibra (38c) y didametro de beads (38d), correspondientes a las micro-fibras
lineales obtenidas a partir del polihidroxialcanoato obtenido por residuos de cascaras de yuca.
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Figura 38. Analisis histografico de los diametro de las microfibras y beads, para las microfibras alineadas, obtenidas de
PHB a partir de residuos de cascaras de yuca

En las Figura 39 se muestran las fotografias de SEM correspondientes a las nanofibras lineales
obtenidas a partir del polihidroxialcanoato obtenido por residuos de cascaras de yuca. De la
figuras 38a y 39, se puede observar que fue posible obtener unos scalffolds conformados por
microfibras de tipo lineal que contienen dos tipos de estructuras, De la figura 39, se puede ver que
las fibras son de tamafio micrométrico y que algunos beads son de estructura porosa. Ademas se
observa un alto % de beads en la estructura general del scalffold. En promedio el tamafio de las
fibras lineales fue de 1.8 micras (fig. 38c), en tanto que el diametro y longitud promedio de los
beads fue de 6.2 y 14 micras, (fig. 38d) y (fig. 38b) respectivamente.
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Figura 39. Fotografias SEM para las microfibras alineadas. obtenidas de PHB a partir de residuos de cascaras de yuca

En las Figuras 36¢ y 37c, se pueden ver las distribuciones de los diferentes tamafios de las
microfibras obtenidas de los scalffolds tanto para las estructuras aleatorias como las lineales, en
general el didmetro promedio de las microfibras alineadas oscilé en los siguientes valores: 1.72,
2.05, 1.84 y 1.85 um (estos valores corresponden a diferentes fotografias tomadas a varias
microfibras lineales obtenidos, ver Anexo 3 de electrospinning); en tanto que el didmetro de las
microfibras aleatorias oscilé entre 1.56, 1.24 + 0.25, 1.75 y 1.61 um (estos valores corresponden a
diferentes fotografias tomadas a varias scallfold aleatorios obtenidos, ver Anexo 3 de
electrospinning); sin embargo diversos autores reportan que el tamafio de la fibras, que se
obtienen por electrospinning se ve afectado por la viscosidad del sistema, tipo de polimero vy, el
tipo de disolvente, peso molecular del biopolimero, temperatura, humedad relativas, flujo de
alimentacién etc (Li y Wang, 2013; Ramakrishna et al., 2005). Dado lo anterior se obtendran
didmetros diferentes en funcién de las variables de proceso, sin embargo valores similares de
didmetro de fibra a los obtenidos en este trabajo son reportados por Misra et al. (2014), quienes
mezclaron diferentes tipos de biopolimeros como son el Poli(acido L-lactico) (PLA)/Poli(3-
hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato) (PHBV), en CHCls y DMF, logrando microfibras entre 0.45 y
1.517 um, este ultimo valor similar al obtenidos para las fibras alineadas y aleatorias del presente
trabajo. Volova et al. (2014) obtuvieron fibras de tamafios similares a las obtenidas en el presente
estudio, con tamanfos entre los 0.45 a 3.14 um a partir de muchos tipos de PHAs como el P3HB,
P(3HB-co-4HB), P(3HB-co-4HV) y el P(3HB-co-4HHx), variando condiciones de proceso tales como,
concentraciones del polimero, flujo de alimentacién, distancia de trabajo, y voltaje aplicado;
concluyendo que ninguna de las fibras obtenidas presentaron problemas cuando se usaron en
ratones, para recuperar tejidos, por lo que se pueden usar como scaffolds.
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En la literatura se reportan diversos didmetros de las fibras obtenidas por electrospinning, estos
de menor diametro a los reportados en este estudio, los cuales estan en funcién del tipo de PHA,
tipo de solvente, didmetro del capilar, entre otras condiciones del procesos de electrospinning; en
general los valores de didmetro reportados por la mayoria de trabajos estdn en la escala de los
nandmetros; en ese sentido Sudesh et al. (2015) obtuvieron nanofibras de un didmetro entre 400
a 1700 nm, para una fibras formadas a partir de Paclitaxel entre un 0-5% de concentracidn vy
P(3HB-c0-95 mol% 4HB) concentrado al 10%, usando como solventes el CHCl; y DMF. Xing et al.
(2014) lograron conseguir unas nanofibras de un didmetro de 150-200 nm, mezclando Fibras de
Carbono-PHA, usando una distancia entre el capilar y el plato colector de 16 cm y un voltaje que
vario entre 5 a 20Kv. Ramier et al. (2014) consiguieron unas nanofibras de 640 + 80 nm de
didmetro, al mezclar hidroxiapatita con un poli (3-hidroxibutirato), con el fin de aplicarlo como
tejido en huesos. Sun et al. (2014) caracterizaron el diametro de nanofibras obtenidas a partir de
poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato), los cuales fueron disueltos en DMF/CHCI3, con
didmetros que oscilaron entre los 430—1000 nm; sin embargo estos autores determinaron que a
mayor adicién de DMF el tamafio de la nanofibra se podia reducir, en ese sentido lograron ajustar
el tamaio de las fibras de 300 a 500 nm, manteniendo una disolucidn del polimero del 3% y una
mezcla de 20% de DMF y 80% de Cloroformo. Canadas et al. (2014), determinaron diametros de
nanofibras entre 600-1400 nm, las cuales se lograron desarrollar a partir de un PHB obtenido de la
cepa Cupriavidus necdtor DSM 545, las condiciones de dicho ensayo fueron una disolucién del
polimero al 4% en cloroformo, la distancia entre el plato colector y el capilar entre los 15 a 20 cm,
el flujo de polimero de 1.2 ml/h y un voltaje que oscilo entre 20 a 30Kv.

En las figuras 37 y 39, se puede apreciar que las microfibras obtenidas también estan conformadas
por “beads”, lo cual en muchos casos no es deseable, ya que se consideran como un defecto de las
fibras (Deitzel et al., 2001); Se puede decir que los “beads” formados tienen una longitud
promedio de 15.02 , 15.86, 15.60 y 14.97 um, para el caso de las microfibras alineadas (fig. 38b) ;
en tanto que la longitud de los “beads” para las fibras aleatorias oscilo entre 14.12, 11.77, 13.46 y
13.50 um (fig. 37b). Para el caso de los didametros de los “beads”, estos fueron de 7.34, 6.52,7.98 y
7.49 um para las fibras aleatorias (fig. 37d); en el caso de la fibras alineadas los diametros
estuvieron en el rango de 7.92, 8.13, 6.71 y 7.10 um (fig. 38d). se podria decir que los tamafios de
los beads, tanto en las fibras aleatorias como alineadas tuvieron tamafos similares, lo que puede
implicar que en las disoluciones quedaron preparadas de igual manera y que las condiciones de
procesos fueron similares para la obtencion de ambos tipos de fibras; aunque la literatura no
reporta valores de mediciones de beads, estos se pueden formar debido a que la estabilidad del
chorro a la salida del capilar disminuye a medida que aumenta la tensién superficial de la
disolucién del polimero, ademas por la densidad y la carga de neutralizacion de la misma (Deitzel
et al. (2001). Sin embargo la forma de los “beads” esta influenciada por el voltaje aplicado en
términos de la tensidn superficial critica, pudiéndose forma esféricas o en forma de huso, asi
mismo a una mayor tension superficial tenderan a existir una mayor densidad de “beads” ademas
de que el didmetro de las mismas se incrementara (Ramakrishna et al., 2005). En cuanto al voltaje
aplicado Demir et al. (2002) y Deitzel et al. (2001), coinciden en que a mayor voltaje se incremente
la posibilidad de obtener “beads” en las fibras. Por otro lado la tension superficial del sistema es
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afectada segln el tipo de solvente; autores como Yang et al. (2004), recomiendan mantener fija la
concentracién y evaluar la tension superficial con diferentes tipos de solventes, con la menor
tension superficial se podran obtener fibras mas lisas y con menos “beads”. Segin Eda vy
Shivkumar (2007) y Lee et al. (2003) una alta concentracién de polimero puede dar lugar a la
formacién de nanofibras y “beads”; asi mismo Li y Wang (2013) y Ramakrishna et al. (2005)
coinciden en que a mayor flujo también hay un mayor tamafio en la fibra y en los “beads”; los
problemas anteriormente mencionados también son reportados por Larrondo y Manley (1981) y
Fong y Reneker (1999). Sin embargo autores como Fong et al. (1999) y Chronakis y Frenot (2003)
proponen incrementar la temperatura de la solucién para disminuir la cantidad de beads en las
fibras. Finalmente Misra et al. (2014) encontraron que al incrementar la concentracién de acido
polilactico, en la mezcla de biopolimeros para la obtencién de fibras, la formacion de beads,
también disminuye.
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5. CONCLUSIONES.

En general se puede concluir que los residuos de yuca y pifia tienen potencial uso para la
produccién de polihidroxialcanoatos, ya que el analisis proximal de los mismos mostraron un
contenido apropiado de carbohidratos, los cuales son susceptibles de transformacion en azucares
por procesos de hidrolisis; ademas los minerales encontrados, pueden ser usados por la cepa para
su crecimiento. Asi mismo, el proceso de hidrolisis acida fue un método adecuado para el
pretratamiento de los residuos de cascara de pifia y yuca, ya que transformd los mismos en
azucares los cuales sirvieron de fuente de carbono para los procesos de fermentacién. Se conluye
que las condiciones de fermentacion que arrojaron las mayores producciones de PHA fueron la 8 y
9, para los residuos de yuca y piia, respectivamente.

Con respecto a la caracterizacién del biopolimero, se puede concluir tanto los PHAs obtenidos a
partir de los residuos hidrolizados de yuca y pina, mostraron en el FTIR los grupos funcionales
caracteristicos de este tipo de biopolimeros, los cuales corresponden a los grupos OH, C-H, C=0, C-
0O-C, C-O; para el caso del DSC ambos tipos de PHAs, las muestras presentan mds de una
temperatura de fusion claramente observable, lo anterior debido a la presencia de diferentes
longitudes de cadena en el polimero, lo que puede dar indicios de la presencia de un copolimero o
de dos tipos de polimeros formados; también se concluye que los PHAs obtenidos tienen una
mayor fase amorfa y de caracteristicas elastomericas, esto en funcion de los valores de
cristalinidad arrojados, ademas la Tg esa desplazada a puntos donde indica una fase mas amorfa.
Por otro lado, el anélisis de 'H RMN permite evidenciar que las sefiales concuerdan con la
obtencidn de un copolimero PHBHV o la formacion de dos tipos de biopolimeros PHB y PHV, lo
cual se confirma con los desplazamientos encontrados para los grupos CHs y CH. Asi mismo, los
resultados de RMN 3C, evidencian desplazamientos tipicos asociados a los grupos CH3, CH2, CHy
C=0, correspondentes a la presencia del PHB y PHV. SeAunque las sefales mostradas para los
espectros de *H RMN muestran sefiales de desplazamiento similares para los diferentes grupos
funcionales de cada PHA obtenidos por ambos tipos de residuos, se evidencia que la composicion
molar de HV y HB si varia en funcién de la condicién de fermentacién. Por ultimo, El andlisis de
GCM, sugiere que el PHA obtenido para los dos residuos y condiciones de fermentacidn puede ser
un mondmero de 4 carbonos asociado al PHB o de 5 Carbonos asociado al PHV.

Finalmente se puede concluir que es posible obtener microfibras, tanto alineadas como aleatorias
por medio de la técnica de electrospinning, usando el PHA obtenido de los residuos hidrolizados
de las cascaras de yuca. Las microfibras, estan conformadas por dos tipos de estructuras, una
parte lineal o fibras propiamente dichas y por unas estructuras denominadas beads. Es deseable
construir microfibras sin beads; sin embargo se puede decir que es posible construir un scaffold
con las microfibras de PHA , los cuales tienen potencial aplicacién en la industria de biomedicina.

Quedan como retos, establecer protocolos de fermentacion en reactores de 5 litros, para
aumentar la capacidad de produccidn del biopolimero, que aseguren condiciones constantes a las
bacterias. Con respecto a las aplicaciones del biopolimero, se debe mejorar el procesos de
electrohilado con miras a disminuir el tamafio de la fibra y reducir el porcentaje de “beads”, que se
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formaron en el scalffod, ademas de buscar las formas de emulsionar ya sea agentes bioactivos
para aplicaciones en alimentos o farmacéuticos. Otra aplicacién a desarrollar es la siembra de
células madres en las fibras y desarrollar aplicaciones para recuperacién de pieles o huesos.
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ANEXO 1. ESPECTROS DE RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR *H.
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ANEXO 2. ESPECTROS DE CROMATOGRAFIA DE GASES ACOPLADO A
MASAS.
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacion 1, de los residuos de
cascara de yuca
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacién 7, de los residuos de
cascara de yuca
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacion 8, de los residuos de
cascara de yuca
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacion 1, de los residuos de

cascara de pifa
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacion 3, de los residuos de

cascara de piina
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicion de fermentacion 5, de los residuos de

cascara de pifa
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicidn de fermentacion 6, de los residuos de
cascara de pifa
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicidn de fermentacion 7, de los residuos de
cascara de piina
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Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicidn de fermentacion 8, de los residuos de

cascara de pina

Chromatogram PHE P8 C\GCMSzolution' Data PHE'PHE PR ged
TI]
3 4 5 6 7
T N e T
5.0 .0 10.0 11.0 12.0 13.0 140 148
min|
Pico 1:
1 u(x'l[l,l]l]l]} Baze Peak: 75/ 10,000
as T
0.5
119 o T a c c K I 7 741 775
0.0 SR ] 163 | el 273 "I\Brl 2L I-B‘}I 428 485 -FZI 4 ool | 821 ""-’I'"-ZIg-“;r S
100 200 300 400 500 800 700



141

Pico 2:
(10,000} Base Peak: 76/ 10,000
L s
1 17
0.5
0.0} : |51 190 237 271 310 346 386 426 484 S02 543 580 619 640 697 738 T3
100 200 300 400 S00 500 700
Pico 3:
1 (310,000} Base Pzak: 42/ 10,000
e
U'rvL. l. J a I'[dlﬂlE.F.I Ij-'_'|2 2. 3 FE A 5 EE £ =
100 200 300 400 500 600 T00 a00
Pico 4:
1 {10,000} Base Peak; 45/ 10,000

Pico 5:
{=10.000) Baza Peak: 59/ 10,000

Pico 6:
i (210,000} Base Peal: 55/ 10.000
0
103
0. 2 ] 4 & 4 ]

100 200 300 400 500 500 700 800



142

Pico 7:
(210,000} Base Pealc 437 10,000
1.0 a0
0.5
1 4
0.0-

EOD T00 GO0

Cromatogramas Para los PHB obtenidos de la condicién de fermentacion 9, de los residuos de

cascara de pina.
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ANEXO 3. FOTOGRAFIAS DE LAS MICROFIBRAS OBTENIDAS POR
ELECTROESPINNING.
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Fotografias con microscopio electrénico a 100um (100x), de las microfibras aleatorias obtenidas
a partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca.
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Fotografias con microscopio electrénico a 50um (200x), de las microfibras aleatorias obtenidas a
partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca.



Fotografias con microscopio electréonico a 25um (400x), de las microfibras aleatorias obtenidas a
partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca.
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Fotografias con microscopio electrénico a 100um (100x), de las microfibras lineales obtenidas a
partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca



Fotografias con microscopio electrénico a 50um (200x), de las microfibras lineales obtenidas a
partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca
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Fotografias con microscopio electronico a 25um (400x), de las microfibras lineales obtenidas a
partir de los polidroxialcanoatos extraidos de las fermentaciones de los residuos de cascara de
yuca
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ANEXO 4. ESPECTROS FTIR.
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ANEXO 5. PRODUCTOS ACADEMICOS DEL TRABAJO DE
INVESTIGACION.
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