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Resumen
El sector cacaotero ecuatoriano es uno de los mas importantes exportadores de cacao
existentes, que registra altos volimenes de produccion, sin embargo, en esta industria
solo se aprovecha aproximadamente el 10% del total del fruto, que es la semilla y el
restante, como el mucilago de cacao se desecha directamente sobre los suelos de las
cacaoteras y este en especial es un residuo que posee componentes de alto valor para
su aprovechamiento. Por otro parte, estudios demuestran que existe gran interés por
utilizar subproductos de la agroindustria como sustratos para la produccion de
plasticos biodegradables no contaminantes y de bajo costo, como los
polihidroxialcanoatos (PHAS), por tal motivo el objetivo de la presente investigacion
es evaluar el uso de este residuo de la industria del cacao como sustrato para la
obtencion de este biopolimero mediante fermentacion sumergida y las mejores
condiciones que permitan optimizar el bioproceso. Para el desarrollo de la
investigacion se aislaron bacterias productoras de PHAS de la cascara del cacao y con
el fin de encontrar las mejores condiciones del proceso se controlaron los parametros
de temperatura (25 °C—- 40 °C), pH (6.5 — 8.5) y concentracion de fuente de nitrégeno
(NHa4) 2S04 (0.0 g/l — 1.2 g/l), para el andlisis de los resultados se utilizé el programa
estadistico Design Expert 13. Teniendo como resultado que las condiciones que
permiten maximizar la acumulacién del polimero intracelular con el microorganismo
Bacillus Gram negativo se dan a los 40 °C con un pH controlado de 7.3 y ausencia de
concentracion de fuente de nitrégeno. Concluyendo que la concentracién del polimero
obtenida se acerca a valores reportados en la bibliografia, ademas de que permite
validar el modelo de optimizacién sugerido en el programa estadistico, y se demostrd
que el mucilago de cacao tiene gran potencial para ser usado como sustrato en los

procesos de obtencidn de polihidroxialcanoatos.



Summary
The Ecuadorian cocoa sector is one of the most important exporters of cocoa, with
high production volumes; however, in this industry only approximately 10% of the
total fruit is used, which is the seed, and the rest, such as cocoa mucilage, is discarded
directly on the cocoa farm soils, and this is a waste that has components of high value
for its use. On the other hand, studies show that there is great interest in using
agroindustrial by-products as substrates for the production of non-polluting and low-
cost biodegradable plastics, such as polyhydroxyalkanoates (PHAS). For this reason,
the objective of this research is to evaluate the use of this residue from the cocoa
industry as a substrate to obtain this biopolymer by submerged fermentation and the
best conditions to optimize the bioprocess. For the development of the research, PHAS
producing bacteria were isolated from cocoa husk and in order to find the best process
conditions, the parameters of temperature (25 °C- 40 °C), pH (6.5 - 8.5) and
concentration of nitrogen source (NHa) 2SO4 (0.0 g/1 - 1. 2 g/l), for the analysis of the
results the statistical program Design Expert 13 was used. Having as a result that the
conditions that allow maximizing the accumulation of the intracellular polymer with
the microorganism Bacillus Gram negative occur at 40 °C with a controlled pH of 7.3
and absence of nitrogen source concentration. Concluding that the concentration of the
polymer obtained is close to values reported in the literature, in addition to allowing
validation of the optimization model suggested in the statistical program, and it was
demonstrated that cocoa mucilage has great potential to be used as a substrate in the

processes of obtaining polyhydroxyalkanoates.



CAPITULO |
INTRODUCCION

1.1 PROBLEMA

El incremento constante por el consumo de alimentos procesados a lo largo del tiempo
ha sido realmente significativo, ya que esto ha llevado a que la agroindustria genere
métodos cada vez mas complejos y diversos para la obtencion de nuevos productos
alimenticios, aumentando a su vez la cantidad de residuos, provocando en la mayoria
de los casos problemas relacionados directamente con la gestion ambiental, debido,
principalmente al desconocimiento de alternativas tecnolégicas que permitan
aprovechar los residuos de una manera efectiva.

Entre los sectores Agroindustriales con gran importancia por la cantidad de materia
prima que utilizan, esta el sector cacaotero, cuyo fin es el de producir y comercializar
granos o pasta cacao y en algunos casos llevar a cabo toda la cadena productiva hasta
Ilegar a la comercializacion de chocolate y sus derivados. Este sector resulta ser uno
méas dentro la lista de aquellos con poco indice de innovacién en cuanto a la
reutilizacion de residuos, tales como la cascara del fruto y el mucilago o pulpa, siendo
este Ultimo el de mayor interés por sus componentes.

El mucilago de cacao se presenta como exudado durante la fermentacion de las
semillas del fruto, llegdndose a obtener cerca de 70 litros de mucilago por cada
tonelada de cacao, el cual es desechado directamente sobre los suelos de las cacaoteras
lo que puede llegar a causar problemas de contaminacion de agua, aire, degradacion
de suelos y generacion de fuentes de contaminacién bioldgica, y esto se vuelve un
problema al conocer que solo se aprovecha aproximadamente el 10% del fruto que es
la semilla y “a nivel mundial se exporta 3.3 millones de toneladas de cacao en
grano”(Durango et al., 2019), lo que resulta en una gran fuente de residuo y
contaminacion si no es tratado adecuadamente.

El sector cacaotero ecuatoriano, a pesar de ser uno de los mas importantes exportadores
de cacao para los paises asiaticos, europeos y de norte América, no ha sabido
aprovechar en su totalidad este residuo, las cantidades alcanzadas de produccién
nacional son considerablemente altas por lo que la obtencién de mucilago residual
también lo es, un ejemplo de esto es la produccién nacional de cacao reportada para el

1



afio 2020 que fue de 360.000 Tm, y en base a esto se conoce que durante ese periodo
se obtuvieron aproximadamente 25.200 m*® de mucilago exudado, que adn los
programas destinados a su reutilizacion y aprovechamiento no han sido suficientes
(ANECACADO, 2020).

1.2 JUSTIFICACION

En las dltimas décadas se ha buscado reemplazar a los plasticos derivados del petréleo
y en contraste, producir bioplasticos a partir de fuentes renovables como los
polihidroxialcanoatos (PHAS), sin embargo su produccion actual resulta ser costosa
Ilegando a alcanzar hasta el 50% del costo de produccion en base a la materia prima
utilizada destinada a ser la fuente de carbono, por tal motivo, existe gran interés por
parte de los productores en utilizar subproductos de la agroindustria como sustratos
para la produccion de plasticos biodegradables no contaminantes y de bajo costo,
frente a los problemas derivados con la acumulacion excesiva de residuos plasticos,
por lo que es de mucha importancia realizar estudios que permitan aplicar nuevas
alternativas de aprovechamiento para distintos tipos de residuos agroindustriales y
generar nuevos subproductos.

En el presente trabajo se evaluo6 el uso de mucilago de cacao como sustrato para el
crecimiento bacteriano donde se obtuvo polihidroxialcanoatos mediante fermentacién
sumergida.

Los microorganismos seleccionados para tal fin fueron las bacterias nativas del fruto
de cacao,previamente identificadas y mediante el control de las condiciones en el
proceso de fermentacidn, se aprovecha el mucilago como fuente de carbono dentro de
la biosintesis de PHAs para reducir las cantidades del residuo desechado, empleandolo
en la obtencién de materia prima para la produccion de plastico biodegradable y

aportar asi en la disminucion del impacto ambiental.



1.3 OBJETIVOS

1.3.1 OBJETIVO GENERAL

Evaluar el uso de mucilago de cacao, como fuente de carbono para la produccion de

polihidroxialcanoatos (PHAS).
1.3.2 Objetivos especificos

e Caracterizar el sustrato de mucilago de cacao.

e Aislar cepas de bacterias productoras de PHAs del mucilago de cacao.

e Establecer las condiciones de fermentacién sumergida (temperatura, pH, y
concentracion de nitrogeno) para alcanzar la maximizacion de biosintesis de

polihidroxialcanoatos.

1.4 HIPOTESIS

1.4.1 HIPOTESIS NULA (HO)

No se puede obtener polihidroxialcanoatos (PHAs) del mucilago de cacao bajo

condiciones controladas de temperatura, pH y concentracion de nitrégeno.
1.4.2 Hipotesis alternativa (Ha)

Se puede obtener polihidroxialcanoatos (PHAs) del mucilago de cacao bajo

condiciones controladas de temperatura, pH y concentracion de nitrégeno.



CAPITULO 11
MARCO TEORICO

2.1 EL CACAO

El cacao es un arbol nativo del trépico americano, especialmente de Mesoamérica de
pequenfa talla, perennifolio que en cultivos controlados tiene una altura promedio de 4
a 7 m, en estado silvestre puede llegar a medir hasta 20 m de altura. El cacao esta
clasificado en el género Tehobroma, en la familia Malvaceae con 22 especies
identificadas, ubicadas principalmente en Sudamérica y partes de Centroamérica
(Ogata, 2007).

Tabla 1

Clasificacion taxonomica del cacao

Reino Vegetal

Subreino Tracheobionta
Division Magnoliophyta
Clase Magnolipsida
Subclase Dilleniidae
Familia Malvaceae
Subfamilia Byttnerioideae
Tribu Theobromeae
Genero Theobroma
Especie Teobroma cacao L

Fuente: (Arvelo et al, 2017)

El sistema tradicional de clasificacion indica que existen tres principales tipos de
cultivares, a partir de las cuales se desprenden la variedades, hibridos y clones,

actualmente denominados como criollos, forasteros y trinitarios.
De acuerdo al estudio realizado por (Arvelo, Gonzalez, Maroto, Delgado y Montoya,
2017) basado en lo descrito por la Organizacién Internacional del Cacao, se sabe que

las tipologias de las variedades anteriormente mencionadas son:
e Forastero: Originarios de la cuenca amazonica, producidos en los cuatro
continentes cacaoteros (América, Africa, Asia y Oceania), el fruto es ovalado

y corto, de superficie lisa y corteza gruesa con granos pequefios y aplanados.



e Criollo: Originarios del norte de Suramérica'y Centro de América (Venezuela,
Papa Nueva Guinea, Las Antillas del Caribe, Sri Lanka, Timor Oriental y Java),
el fruto posee un sabor suave y aromaético, este es alargado de punta
pronunciada, doblada y aguda, sus granos son grandes y gruesos, obteniéndose
de estos chocolates de gran calidad.

e Trinitario: Son generados a partir de la hibridacion de las variedades criollo y
forastero, originarios de Trinidad y Tobago, cuya extension abarca Venezuela,
Ecuador, México, Centro América, Camer(n, Samoa, Sri Lanka, Java y Papa
Nueva Guinea. La planta es robusta con frutos verdes o pigmentados, sus
granos bien procesados son reconocidos por su gran calidad.

En la produccion actual del cacao fino de aroma, el Ecuador participa con el 50% de
la oferta mundial con la variades de cacao Nacional y CCN-51, convirtiéndose en un
productor reconocido a nivel internacional, en el afio 2011 el pais llego a exportar una
cifra récord de 164.705 toneladas por lo que la produccion de cacao en el pais es

altamente sostenible y rentable.
2.1.1 Mucilago de cacao

Corresponde ser la parte fibrosa que recubre a las semillas o almendras del fruto de
cacao, en términos comunes se la conoce como pulpa de cacao. EI mucilago contiene
carbohidratos (glucosa, fructosa, sacarosa), acido citrico y pectinas, esta Ultima
provocando que tenga una apariencia viscosa (El Salous et al., 2019), lo que hace que
al momento de ser extraida y separada de las semillas se presente cominmente como
una substancia turbia.

Tabla 2

Composicién quimica del mucilago de cacao

Componente Base humeda (% m/m)
Agua 79.2-84.2
Proteina 0.09-0.11
AzUcares 12.50 - 15.9
Pectinas 09-1.19
Acido citrico 0.77-1.52
Cenizas 0.40-0.50

Fuente: (Ortiz y Alvarez, 2015)



El mucilago forma parte de la produccion de alcohol y &cido acético durante la
fermentacion de las almendras, sin embargo, el 100% de esta, no es utilizada ya que
alrededor del 5 al 7% drena como exudado, generandose cerca de 70 litros de
desperdicio por cada tonelada de material mucilaginoso (Vera et al, 2014), siendo este
rico en azucares.

Tabla 3

Azucares del mucilago de cacao

Parametros Variedad Nacional Variedad CCN-51
(% miv) (% m/iv)

AzUcares totales 11.70 13.10
AzUcares reductores 11.36 7.42
Fructosa 4.45 2.62
Glucosa 6.91 4.81
Sacarosa 0.34 5.67
Lactosa 0.00 0.00

Fuente: (Zambrano, 2020)
2.1.2 Microorganismos del mucilago de cacao

El mucilago del fruto del cacao es un medio esteéril, debido a la hermeticidad del mismo
fruto, la pulpa es rica en glucosa, fructosa y sacarosa con un contenido total de 10—
15% y un pH inicial relativamente bajo (pH 3.3 — 4.0) (Nielsen et al., 2007), presenta
ser un medio con baja concentracion de oxigeno lo que hace dificil el desarrollo de
microorganismos. Sin embargo durante el proceso de apertura de las vainas es donde
se inoculan una amplia variedad de microorganismos, procedentes de las manos de los
trabajadores, contenedores para el transporte, cuchillos, superficies de vainas, entre
otros (Nielsen et al., 2005).

La mayor concentracion de microorganismos se da durante la fermentacion real de la
pulpa, el proceso requiere de una accion secuencial compleja de diferentes
microorganismos, siendo las que predominan en el medio, diversas levaduras,
bacterias acido lActicas, bacterias acido acéticas y finalmente Bacillus spp,
desarrollandose en sucesion (Nielsen, 2005), el proceso fermentativo esta dividido en
tres fases en la cuales cada una de ellas favorece la aparicion de uno de los tipos de

microorganismos.



e Primera fase fermentativa
Se da la aparicion pronta de levaduras al contacto con el medio externo, y su desarrollo
se ve favorecido debido a que la pulpa fresca presenta un alto contenido de azucar,
bajo pH y limitada disponibilidad de oxigeno. La actividad principal de las levaduras
es la conversion de glucosa, fructosa y sacarosa a etanol (Nielsen, 2005), pudiéndose
identificar en esta primera fase entre 5 y 6 especies diferentes de levaduras, que luego
desaparecen gradualmente hasta que solo prevalece la especie Hanseniaspora
guilliermondii, que es la levadura predominante durante las primeras 24 horas
(Wacher, 2011). El grupo de especies de levaduras mas frecuentemente aisladas e
identificadas son: Saccharomyces cerevisiae, Hanseniaspora guilliermondii,
Hanseniaspora opuntiae, Hanseniaspora uvarum, Pichia kudriavzevii, Pichia
membranifaciens, Pichia manshurica, Pichia kluyveri, Pichia. fermentans, Pichia
anomala y Kluyveromyces marxianus (Salazar y Rojas, 2017).
El metabolismo de las levaduras conduce al rapido consumo de los azucares simples
produciendo una fermentacion alcoholica moderadamente exotérmica con una
reaccion de 93.3 kJ por molécula de glucosa consumida, conduciendo a un aumento
moderado en la temperatura de la masa que va desde 35 a 40 ° C ( Lagunes et al.,
2007), las levaduras ademas provoca el agotamiento rapido del oxigeno y también
promueven en una etapa seguida una segunda aeracién, por lo que su actividad
metabdlica es clave para el desarrollo de los siguientes tipos de bacterias ligados al
proceso fermentativo del mucilago.

e Segunda fase fermentativa
Aqui se desarrollan las bacterias acido lacticas, su aparicion es secuencial a las
levaduras, esto es debido a la capacidad que poseen las levaduras de consumir
rapidamente el oxigeno disponible en la masa de mucilago, logrando crear las
condiciones adecuadas para el crecimiento y desarrollo de bacterias &cido lacticas,
cuya funcién principal es la de fermentar los carbohidratos residuales y continuar con
el consumo de &cido citrico (Salazar y Rojas, 2017), contribuyendo a la disminucién
de la acidez del medio.
Durante la fermentacion del mucilago las bacterias acido lacticas que se han logrado
identificar son principalmente del tipo Lactobacillus encontrandose entre ellas a L.
collonides, L. fermentum, L. mali y L. Plantarum (El Salous, 2019), siendo las del tipo
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fermentum y Plantarum las que mejor se han logrado adaptar al sustrato por lo que son
las predominantes.
e Tercera fase fermentativa

Se da la proliferacion de bacterias acido acéticas, como resultado de la degradacion
del mucilago debido a la descomposicion de los polisacaridos de las células del tejido
mucilaginoso por la accion pectinolitica de las levaduras, permitiendo una segunda
aireacion del medio ( Lagunes et al., 2007), y la disminucién de las condiciones acidas
por el consumo del acido citrico producido por levaduras, favoreciendo al desarrollo
de bacterias acido aceéticas (EIl Salous, 2019), conformandose asi la tercera fase de la
fermentacion del mucilago que promueve la oxidacion del etanol.

La oxidacion del etanol a &cido acético es una reaccion altamente exotérmica,
produciendo cerca de 496 kJ por molécula de etanol convertido en &cido acético, que
eleva la temperatura a 50 °C (Lagunes, 2007) , estas reacciones en conjunto explican

los incrementos de temperatura de la masa de mucilago durante la fermentacion.
2.2 BIOPOLIMEROS

Los biopolimeros tienen una marcada importancia dentro de los avances para el
cuidado del medio ambiente ya que muchos de ellos constituyen ser un material
altamente aprovechable dentro de la industria del plastico, y en particular son una
interesante alternativa debido a que son producidas en su gran mayoria exclusivamente
por sistemas bioldgicos, de modo que los biopolimeros son macromoléculas que se
sintetizan en animales, plantas e incluso en una gran variedad de microorganismos,
como ejemplo de esto tenemos al coldgeno en animales o la quitina en plantas, ademas
de los de origen microbiano como el &cido polilactico y los polihidroxialcanoatos que
han demostrado tener una amplia gama de aplicaciones, al mismo tiempo este grupo
de macromoléculas pueden ser sintetizados quimicamente siempre y cuando sus
unidades poliméricas cumplan con el requerimiento de derivar de sistemas bioldgicos,

como los aminoacidos o azucares (Tharanathan, 2003).



Figural

Clasificacion de los biopolimeros

[ Biopolimeros ]

|
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| J
Poliamidas
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Polimeros de vinilo

Fuente: (Molinay Florez, 2020)

2.3 POLIHIDROXIALCANOATOS PHAs

Son polimeros de &cidos hidroxialcanoicos que comprenden a una clase bastante
compleja de biopolioxoesteres, sintetizados por la mayoria de géneros de eubacterias
y miembros de la familia Halobacteriaceae de archaea (Rehm y Bernd, 2003), ademas
de un cierto grupo de microalgas.

El PHAs se sintetiza mediante la polimerizacién enzimatica intracelular,
acumulandose como material de reserva, en forma de granulos en el citoplasma
microbiano (figura 2), y una vez extraidos y purificados presentan propiedades fisicas
similares a los plasticos derivados del petroleo (Gonzélez et al, 2013).

Actualmente los PHAs son potenciales sustitutos de los polimeros de origen
petrogquimico, su produccion es atractiva para las industrias por que la mayor ventaja
que presentan tener estos compuestos es que sus propiedades son similares a los
plasticos convencionales, ademas de poseer una completa biodegradabilidad, también
se los prefiere porque el sustrato utilizado para su produccién no es de origen

petroguimico, si no que en su gran mayoria los sustratos utilizados comprenden



desechos agroindustriales, que constituyen ser materiales de bajo costo (Lemos y
Cordoba , 2015).
Figura 2

Granulos de polihidroxialcanoatos

Granule associated
proteins

. PIOS e
N |
A
| Monolayer phospholipid membrane

Nota. La figura (a) y (b) muestran granulos acumulados en el citoplasma celular y la
representacion del granulo de PHA, respectivamente. Fuente: (Kunasundari, 2011).

Los polihidroxialcanoatos son formados y acumulados frente a un déficit de elementos
como nitrégeno fosforo, magnesio u otros, y abundancia en el medio de una fuente de
carbono, de modo que el proceso de produccion resulta ser un método de supervivencia
para la bacterias productoras y degradadoras de PHAS, los granulos poseen un tamafio
que oscila entre los 0.2 y 0.5 um, y se encuentran entre 8 a 10 granulos por celula, con
un peso molecular de 2x10° a 3x10° Da (Yadira y Ria, 2010).

2.3.1 Estructura

Los PHA contiene la unidad monomérica (R) -3HA, estos se encuentran en la posicion
R debido a la estereoespecifidad de la enzima polimerizaste, la estructura general de
estos compuestos se muestra en la figura 4, como ejemplo de su composicion se tiene

que, si el grupo R es CHs, el polimero resultante se llama polihidroxibutirato o acido
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polihidroxibutirico y, si R es igual CsHv, el polimero se Ilama polihidroxialcanoato y
asi sucesivamente (Raza, Abid y Banat, 2018).

Figura 3

Estructura general de los polihidroxialcanoatos

Fuente: (Andler y Diaz, 2013)
2.3.2 Antecedentes

Los polihidroxialcanoatos fueron descubiertos por primera vez en 1926 como
componente de la bacteria Bacillus megaterium (Ojumu, 2014), Maurice Lemoigne
del Instituto Pasteur, observo inclusiones granulosas en el liquido citoplasmico, que
poseian un caracter de insolubilidad frente al éter, como es caracteristico de los
lipidos, mediante microscopia y una serie de analisis quimicos, llegé a la conclusion
de que se trataba de un poliéster, cuya férmula molecular era (CsHeO2) n en su forma
pura (Gonzalez et al., 2013), sin embargo en el afio de 1901 se meciono en la literatura
microbiologica por primera vez a uno de los polimeros mas comunes de la familia de
los polihidroxialcanoatos, el poli(3-hidroxibuti-rato) (PHB). Por medio de los trabajos
realizados por Lemoigne se logré conocer por primera vez la composicion de los
PHAs, el proceso de obtencidn realizado por las células, la determinacion del peso
molecular y su temperatura de fusion, sus aportes fueron de gran importancia
obteniéndose modelos de cuantificacion del polimero y los primeros estudios de la
variedad de bacterias capaces de producirlo (Kunasundari, 2011).

Varios estudios se susitaron a partir de los de Lemoigne y sus colaboradores, a pesar
de esto el descubrimiento de este tipo de nuevos polimeros paso inadvertido por
mucho tiempo para la comunidad cientifica, hasta finales de la década de los 50 en
donde la importancia de su produccién comenzd a generar interés, cuando varios

laboratorios del Reino Unido y los Estados Unidos confirmaron la naturaleza de este
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polimero, iniciando en primera instancia la produccién de PHB por Baptist y Werber
para su posible evaluacién comercial, sus innovaciones permitieron fabricar un

laminado pléastico a partir del producto de fermentacion (Garcia, 2014).
2.3.3 Clasificacion

Se han identificado més de 150 diferentes tipos de &cidos hidroxialcanoicos
constituyentes de PHAs (Zhang et al, 2006), de acuerdo a los estudios realizados se
ha demostrado que existen tres tipos de clases distintas de polihidroxialcanoatos,
clasificados en base a la naturaleza de sus unidades monoméricas, que segun la
longitud de la cadena de carbono, se pueden identificar tres grupos principales: PHAs
de cadena corta, media e hibridos(Carrasco et al., 2004), ademéas existen PHAs de
cadena larga, sin embargo estos son poco comunes y poco estudiados.

Entre los principales PHA de cadena corta se tiene al poli (3-hidroxibutirato), P (3HB)
y al poli (4-hidroxibutirato), P (4HB), mientras que para los representantes de los PHA
de cadena media se encuentran al poli(3-hidroxihexanoato), P(3HHXx) y poli (3-
hidroxioctanoato) , P (3HO) (Rai et al, 2011), en términos de propiedades fisicas se
sabe que los mcl-PHA tiene valores de Tm que van desde 40 a 60 °C y un tg de entre
50 y 25 °C por lo que son considerados como constituyentes de los polimeros termo
elastdbmeros y gomas, mientras que los scl-PHA cuentan con un Tm de 180 °C y un Tg
de 4 °C, de modo que son altamente cristalinos y resistentes, teniendo propiedades
cercanas a la de los plasticos convencionales (Suriyamongkol et al., 2007).

Figura 4

Clasificacion de PHAs segun sus unidades monoméricas
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Fuente: (Gonzélez et al., 2013; Kunasundari, 2011).
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2.3.4 Obtencion y biosintesis de polihidroxialcanoatos (PHAS)

Los PHAs son sintetizados como resultado de la accién enzimatica intracelular de
algunas bacterias, inducida bajo una serie de condiciones desfavorables para su
desarrollo en el medio y un exceso de fuente carbono (Lemos y Cdérdoba, 2015), los
organismos capaces de sintetizarlo también tienen la capacidad de degradarlo, por lo
que este actlia como compuesto de almacén que puede ser ocupado cuando las células
bacterianas se encuentran en condiciones de estres.

Para su produccion se han utilizado en su gran mayoria aislamientos naturales y
bacterias recombinantes que son capaces de utilizar varias fuentes de carbono, sin
embargo, su capacidad para despolimerizar y degradar los PHAs, hacen que la
recuperacion del mismo sea complicada (Chee et al, 2010).

Los polihidroxialcanoatos en un principio resultan ser unidades monoméricas que por
accion enzimatica dan lugar a la formacion del poliéster final, el PHA mas estudiado
es el P3HB de modo que la ruta biosintética de este a partir de carbohidratos ha sido
descrita a detalle.

Figura 5

Ruta de biosintesis de P3HB

Glucose
v
Glucose-6-phospate — Ribulose-5-phosphate
v v Ribloflavine
2-Keto-3-deoxy-6- Fructose-1,6-
phosphogluconate diphosphate
v | v 1,2-propanediol
2,3-Butanediol Glyceraldehyde-3- ) Dihydroxyacetone
<+ hosphat
phosphate pnosphate Glycerol
L-Lactate ¢
Acetolactate < / Pyruvate
L-Alanine Acetaldehyde —p-Ethanol
Butanol
Acetone > Acetoacetyl-CoA ¢—— Acetyl-CoA—p Acetate
Butyrate
PHB

Fuente: (Scheper, Nielsen, Schiigerl, Tsao, y Zhong, 2004)
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Las enzimas encargadas de la polimerizacion de los monémeros de &cido PHA son las
polimerasas o PHA sintetasa que acttan sobre los (R)-HA-CoA solubles para sintetizar
el polimero insoluble, con la liberacion de una molécula de CoA (coenzima)
(Fernandez, 2012).

Existe tres principales sustratos de las cuales las bacterias productoras se valen para la
sintesis de PHAs, siendo estos la glucosa, &cidos grasos y aminoacidos
individualmente, que por medio del catabolismo pasan a ser acetil coenzima o
ACETIL-CoA, gue como proposito original tiene el de ceder la energia almacenada
en las moléculas para que la célula bacteriana pueda utilizarla, mediante el conocido
ciclo de Krebs. Por lo tanto, en un medio donde prevalezca la glucosa, esta
representaria ser una fuente neta de carbono por lo que la célula la aprovecharia
convirtiéndola por medio del glucolisis a piruvatos mediante la accion de la enzima
piruvato deshidrogenasa, que luego pasaran a conformar la Acetil-CoA para que de
este modo se puedan liberar CO2 y electrones para la produccion de ATP (Gonzalez
etal., 2013).

Figura 6

Ciclo de Krebs
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Fuente: (Scheper et al., 2004)
Sin embargo, las células identificadas como productoras de PHAs, utilizan el
ACETIL-CoA como precursor del Acido polihidroxialcanoico con el mismo fin, de
utilizar su energia contenida, solo que, en este caso, polimerizan los monémeros para
generar una fuente de reserva de carbono y energia, frente a un estimulo que en muchos
de los casos resulta ser la deficiencia de uno o varios componentes biogénicos del
medio (Scheper et al., 2004).
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Las limitaciones que provocan el estrés y la consecuente acumulacion intracelular de
los polihidroxialcanoatos resultan ser determinadas por el tipo de medio de desarrollo
y el microrganismo implicado, como por ejemplo en la sintesis de P3HB realizado por
la bacteria A. beijerinckii, el estimulo del medio en el cual la bacteria acumula P3HB
es en condiciones de limitacion de oxigeno a partir de glucosa (Rehm y Bernd, 2003),
por lo tanto la clave de la regulacién de la produccion de PHASs esta determinada por
el destino de la ACETIL-CoA, ya que puede ser oxidada via el ciclo Krebs o puede

servir como sustrato para la sintesis de PHAS.
2.3.5 Organismos productores de PHAs

La produccién de PHAs esté influenciada por la deficiencia de uno o varios elementos
biogénicos que promueven la biosintesis intracelular, a partir de esto se ha llegado a
identificarse hasta 90 géneros de especies microbianas que acumulan estos poliésteres
(Sasidharan y Bhat, 2014), y a partir de los estudios de Maurice Lemoigne se han se
han reportado mas de 300 bacterias capaces de acumular PHAS en su entorno natural.
En la tabla 4 se muestran algunos de las principales bacterias acumuladoras de PHAS:
Tabla 4

Bacterias que acumulan PHAs en su entorno natural

Género Especie

Bacillos B. megaterio Bacillos sp.
B. megaterioATCC6748 Bacillos sp. CFR 256
Bacillos sp. CFR 256 B. cereus M5
B. sonorensis B. firmus NII 0830
B. sphaericus Bacillos sp. PS1
B. sphaericus NCIM 5149

Lactobacillus L. acidophilus L. lactis

L. helveticus L. plantarum
L. bulgaricus L. brevi
L. casei

Burkholderia Burkholderia sp. USM
B. cepacia IPT 048
B. sacchari IPT 101
Staphylococcus Staphylococcus sp.

Streptococcus S. thermophilus Ba21S strain
S. thermophilus; S. durans
Halomonas Halomonas sp. KM-1 strain

Haloferax mediterranei
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Methylobacterium

Halomonas hydrothermalis

H. volcanii

Protomonas extorquens sp. strain K
M. extorquens

Methylobacterium sp. ZP24

Aeromonas
Chromobacterium
Pseudoaltermonas

Zobellella
Delftia
Comamonas
Sinorhizobium
Klebsiella
Azospirillum
Rhizobium
Rhodobacter

Rhodopseudomonas
Listeria
Enterobacter
Thermus
Paracoccus
Azoarcus
Amaricoccus
Paracoccus

Thauera
Pseudomonas

Vibrio

Azotobacter

Alcaligenes

Cupriavidus

A. hydrophila 4AK4

C. violaceum
Pseudoaltermonas sp. SM9913
Z. denitrificans MW1

D. acidovorans DS-1
Comamonas sp. EB172

S. fredii

Klebsiella sp.
A.brasilense Sp7
Rhizobium DDSS-69

R. sphaeroides ES 16

R. sphaerodies

R. palustris SP5212

R. palustris KUOO3
Listeria sp.

Enterobacter aerogenes 12BI
T. thermophilus HB8

P. seriniphilus E71
Paracoccus sp. strain E33
Azoarcus sp.
Amaricoccus sp.
Paracoccus sp.

Thauera sp.

P. oleovorans P. hydrogenovora

P. aeruginosalFO3924 P. putida KT2442

P. guezennei.biovar. Tikehau  Pseudomonas.sp. LDC-5
V. natriegens Vibrio sp. strain BM-1

V. harveyi. Vibrio sp. strain MK4

V. neries V. fischeri

A. vinelandii A. chroococcum H23

A. vinelandii UWD A. chroococcum

A. latus

A. latus.ATCC.29712
Alcaligenes latus DSM 1124

Cupriavidus necator Cupriavidus.sp. KKU38
Cupriavidus.sp. USMAA2-4 C. necator DSM 545
C. taiwanensis

Fuente: (Sasidharan y Bhat, 2014)
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El grupo de bacterias existentes capaces de acumular PHAs intracelular incluyen
especies del tipo Gram positivas siendo este el grupo mas grande y Gram negativas,
de las cuales destacan Cupriavidus necator, Alcaligenes latus, Pseudomonas putida,
P. oleovorans y Azotobacter vinelandii, ademas de incluir una cepa de Escherichia
coli recombinante que contiene el operén de la biosintesis de PHAs de C. necator
(Sanchez, Marin, Mora 'y Yepes, 2012).

2.3.6 Sustratos de carbono utilizados

Los microorganismo capaces de acumular PHAs intracelular pueden utilizar diversas
fuentes de carbono que van desde costosos y complejos efluentes residuales (Panchal,
2016), a sustratos organicos como carbohidratos (glucosa, sacarosa), aceites,
alcoholes, &cidos organicos e hidrocarburos, (Segura et al, 2007), entre las mas
importantes fuentes de carbono que se han utilizado y estudiado se tienen a los aceites
y restos vegetales, preferidos principalmente por la reduccion de costos de sustrato y
el ahorro del costo de la eliminacion de los mismos.

El uso de residuos vegetales utilizados como sustratos azucareros resultan ser una
buena opcion al momento de elegir una fuente de carbono para la biosintesis de PHA,
en base a estudios previos realizados, se ha obtenido que, mediante el uso de melaza
de cafia de azlcar, un representante claro de sustrato azucarero, los valores de
concentracion de PHA obtenidos fueron de (1.69 + 0.02 g/l ) a las 36 h de fermentacidn
(Salazar et al., 2014).

En latabla 5 se muestran algunos de los sustratos utilizados para la produccion de PHA
y el rendimiento obtenido:

Tabla 5

Sustratos de carbono mas utilizados para la biosintesis de PHA

Microorganismo Tipo de Sustrato Contenido
empleado PHA de PHA
(%)
Alcaligenes latus P(3HB) Residuos de soya, residuos de  33.71
DSM 1124 malta
Bacillus megaterium  P(3HB) Melaza de remolacha, jarabe de ~50
datiles
22 -70
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Burkholderia sp. USM

(JCM 15050)
Comamonas
testosteroni

Cupriavidus necator

Cupriavidus necator
H16

Cupriavidus necator
DSM 545

Recombinant
Cupriavidus necéator

Recombinant
Escherichia coli
Pseudomonas
aeruginosa IF0O3924

Pseudomonas
aeruginosa NCIB
40045

Pseudomonas
guezennei biovar.
tikehau

Thermus thermophilus

HB38

P(3HB)
MCL-
PHA

P(3HB)

P(3HB-
co3HV)

P(3HB)

P(3HB-
Co3HHX)

P (3HB-
co3HHXx-
co-3HO
mcl PHA

mcl PHA

mcl PHA

P(3HV-
co3HHp-
co-
3HNCco-
3HU)

Derivados del aceite de palma,
acidos grasos, Glicerol

Aceite de ricino, aceite de coco,
aceite de mostaza,

aceite de semilla de algododn,
aceite de mani, aceite de oliva,
aceite de sésamo

Hidrolizados de bagazo
Aceite de almendra de palma
crudo, aceite de oliva,

aceite de girasol, aceite de
almendra de palma, cocinar
aceite, oleina de palma, aceite
de palma crudo, coco

aceite + propionato de sodio
Residuos de glicerol

Aceite de almendra de palma,
oleina de palma, palma cruda
aceite, aceite acido de palma

Aceite de soja

Aceite de palma

Residuos de aceite para freir

Aceite de coprah

Suero

79 - 88

54

65 - 90

50

40 -90

39

29

63

36

Fuente: (Chee et al., 2010)

18



La produccion de PHAs con azucares ha sido un proceso que se ha optimizado para
lograr obtener los maximos rendimientos posibles, los sustratos azucareros estan
representados por aquellos en las que su composicion predomina algun tipo de azucar
principalmente la glucosa y sacarosa por lo que el rendimiento obtenido después de la
fermentacion estara determinado por el tipo de azucar presente, al momento de utilizar
sustratos de glucosa se ha logrado determinar que los méaximos valores que se pueden
obtener son aproximadamente de 0.3 a 0.4 g de P(3HB) por gramo de glucosa, siendo
este el valor mas alto (Panchal, 2016).

En sustratos de sacarosa provenientes principalmente de materias primas como la
remolacha o la cafia azucarera, los valores cominmente obtenidos son de 0.4 gPHA/g

de sacarosa con un 63% de peso seco de las células (Jiang et al., 2016).
2.3.7 Sistemas de produccion

Dado los estudios de produccion de PHAs se conoce que la naturaleza de los mismos
depende del sustrato utilizado y el microrganismo seleccionado, de las méas de 300
especies de bacterias identificadas solo algunas de ellas almacenan cantidades
significativas de PHAs, como se conoce para que se dé la produccidén de este
biopolimero es necesario la limitacion un nutriente esencial (Verlinden et al., 2007)
siendo el agotamiento de este el que desencadena el cambio metabdlico hacia la
biosintesis.

Los sistemas de cultivo propuestos para maximizar y optimizar la produccion de los
PHAs incluyen los conocidos cultivos continuos y cultivos por lotes alimentados,
ademas de que la produccion a gran escala del biopolimero depende directamente de
estos sistemas (Koller y Braunegg, 2015).

e Cultivos por lotes

Este tipo de sistema es de simple operacion, consta de una sola alimentacién sin
agregados posteriores hasta culminar con el proceso fermentativo. El sistema es
considerado como uno de baja productividad ya que la concentracion méaxima
permitida de fuente de nitrogeno y de carbono esta restringida por las precondiciones
fisiolégicas de la cepa (Koller, 2018), admitiendo concentracién de fuentes de

nitrégeno de 2 — 3 g/l, fuentes de carbono de 10 — 30 g/l y para sustratos relacionados
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con acidos grasos concentraciones menores a 1 g, caso contrario pueden llegar a actuar
como inhibidores si se sobrepasan dichos rangos (Bona et al., 2008).
e Cultivos por lotes alimentados

En este al igual que los sistemas continuos el sustrato se agrega en intervalos cuando
su concentracion cae por debajo de un valor critico sin eliminar el fluido de cultivo,
presentandose al inicio de la fermentacion en altas concentraciones los azucares e
inhibidores (Taherzadeh y Karimi, 2011), de modo que este sistema presenta tener
mayores ventajas para la produccion de PHAs.

Figura7

Sistemas de cultivo

Nota. La figura (a) muestra el sistema de cultivo por lotes y (b) muestra el sistema de
cultivo alimentado. Fuente: (Koller, 2018)

2.3.8 Deteccion y cuantificacion de PHAs

Entre las principales técnicas de deteccion de granulos intracelulares de PHA se tienen
a las técnicas que emplean colorantes lipofilicos como el negro Sudan B, azul del Nilo
Ay Rojo del Nilo (Romo, Grosso, Solano, y Castafio, 2007), estos colorantes muestran
una alta sensibilidad por lo granulos intracelulares de modo que mediante microcopia
se puede observar las coloraciones que permiten en primera instancia confirmar o no
la presencia de polihidroxialcanoatos.

La cuantificacién del contenido de PHA celular se determina generalmente mediante
extraccion con disolventes apropiados con el fin de separar el polimero de los restos
celulares siendo este un método directo de cuantificacion (Porras, Villar, y Cubitto,
2018), ademas es posible realizar métodos indirectos como el ensayo del acido

crotonico, cromatografia de gases (GC), cromatografia liquida y espectroscopia
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infrarroja por transformada de Fourier (FTIR) (Mutiara et al., 2014). Estos métodos
resultan ser apropiados para la cuantificacion, sin embrago, son laboriosos y costos
de modo que una alternativa para la cuantificacion de polihidroxialcanoatos es la
desarrollada por (Porras et al., 2018), esta técnica permite conocer de manera rapida
la presencia y el contenido del polimero intracelular, haciendo uso del colorante de
tincion tradicional Sudan Negro mediante un andlisis de barrido por

espectrofotometria a longitudes de onda de 550 a 800 nm.
2.3.9 Métodos de separacion y purificacion

Durante la sintesis de polihidroxialcanoatos es importante determinar el tiempo en el
cual su produccion es maxima y el método de extraccién a emplear , ya que de esto
dependera en gran medida el rendimiento final (Koller, Salerno, Muhr, Reiterer, y
Braunegg, 2013). Los granulos se encuentran en interior de la célula y se deben
emplear métodos que permitan en lo posible extraerlo completamente, sin embargo,
desde sus inicios los métodos para recuperar el biopolimero son complejos y costosos.
e Extraccion por solventes
Corresponde a uno de los principales métodos de extraccidn caracterizados por su
simplicidad y facil aplicacion, el método consta de tres fases, donde inicialmente se
rompe la pared celular para que los granulos de PHAs estén disponibles mediante un
pretratamiento, luego se solubiliza el polimero en disolventes adecuados si se requiere
de alta pureza del mismo, utilizindose cloroformo, 1-2 dicloroetano, acetona o
carbonato, por ultimo, viene la separacién de los polimeros de los restos celulares que
comunmente se lo realiza por centrifugacion obteniéndose dos partes perfectamente
identificables (Raza, Abid y Banat, 2018).
e Meétodo de flotacion

Su principio basico corresponde a una extraccion por solventes, sin embargo, este
permite tener aun mayor pureza llegando a alcanzar hasta el 98% de pureza con una
eficiencia de recuperacion del 85%, el método concite en mezclar a las células con
cloroformo a 30 °C durante 72 h y un reposo de 24 h hasta obtener la auto floracién
de los desechos a temperatura ambiente (Raza, Abid y Banat, 2018).

e Tratamiento con agentes surfactantes
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Este método permite la disponibilidad del granulo de PHA, y ha sido ampliamente
utilizado para su extraccion y purificacion, a bajas concentraciones estas moléculas se
insertan en la bicapa lipidica de la membrana celular, y mientras esta concentracion
asciende se produce la ruptura de la membrana celular, han sido utilizados para este
proposito dodecil sulfato de sodio y el Triton X-100 (Ortega et al., 2014).
e Método de digestion

Es una alternativa a los métodos que empelan solvente como principio de aplicacion,
este método implica la digestién quimica o enzimatica de la biomasa que tiene como
beneficio el de no afectar durante el proceso a los granulos de PHASs obtenidos, en el
método quimico, tipicamente se aplican una mezcla de hipoclorito de sodio y
tensoactivos para facilitar la recuperacion de PHAs de la célula, sin embargo solo
utilizar el hipoclorito de sodio puede conducir a la degradacion del polimero hasta un
50%. En la digestion enzimatica se realizan muchos pasos que consisten en tratamiento
térmico, hidrolisis enzimética y lavado con surfactante, siendo mas especifico y
efectivo (Raza, 2018).

2.4 METODOS DE SIEMBRA, AISLAMIENTO E
IDENTIFICACION DE MICROORGANISMOS

En la naturaleza existen cientos de microorganismos que habitan una amplia variedad
de medios, sin embargo, la mayoria de estos no se encuentran aislados, si no que
integran poblaciones mixtas conformadas por varios tipos de células que impiden su
correcto estudio individual, por lo que es necesario separarlos para poder trabajar con
especies aisladas, haciéndolo posible mediante la aplicacion de diferentes tipos de
métodos de siembra, aislamiento e identificacion de microorganismos cuyo objetivo
principal es lograr obtener cepas axénicas o puras que faciliten la caracterizacion de
los mismos.

Un cultivo puro procede de un solo tipo de célula, su crecimiento se origina en un
medio solido que permitird obtener una masa de células facilmente visible recibiendo

el nombre de colonia.
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2.4.1 Siembra de microorganismos

La siembra o inoculacion corresponde a la fase en donde se toma la muestra que
contiene generalmente colonias mixtas de microrganismos y se la introduce
artificialmente en un medio adecuado para iniciar con el cultivo microbiano a
condiciones estrictamente controladas (Garibaldi et al, 2009).

Las siembras se la pueden realizar en medios liquidos, semisolidos y so6lidos haciendo
uso de azas, hilo, hisopos o pipetas estériles dependiendo del estado en el cual se
encuentra la muestra a extraer y el medio en que se realizara la siembra, las principales
técnicas de siembra empleadas son el método de siembra por inmersion, método de

siembra por estria en placa y método de vertido y extension en placa.
2.4.2 Aislamiento de microorganismos

El aislamiento consiste en separar un tipo de microrganismo a partir de una poblacion
heterogénea, empelando diferentes estrategias de aislamiento e identificacion de
microrganismos, como las separaciones fisicas mediante diluciones seriadas o siembra
en medios de cultivos selectivos y diferenciales (Buritaca et al, 2017) , lo que se trata
en cada uno de las estrategias es aprovechar las caracteristicas de los mismo
microrganismos como sus requerimientos nutricionales, sin embargo se opta
comunmente por implementar los dos métodos en simultaneo durante el aislamiento.

Dentro de los métodos de siembra utilizados para el aislamiento, se pueden encontrar
a la siembra por agotamiento y al aislamiento en placa mediante diluciones sucesivas,
el primero consiste en un agotamiento progresivo y continuo del inoculo sobre un
medio solido con el que se consigue disminuir un elevado nimero de microrganismos
contenidos inicialmente, mientras que el segundo método consiste en realizar
diluciones seriadas de la muestra en condiciones estériles con el objetivo de sembrar

cantidades conocidas de las mismas en una serie de placas Petri (Cervera, 2011).
2.4.3 ldentificacion de microorganismos

La identificacion se realiza para determinar especificamente el tipo de microrganismo
que se ha logrado aislar, cominmente se utilizan métodos de identificacion fenotipicos

y genotipicos, esto en base a la dificultad de identificacion que presente el
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microrganismo en cuestion, sin embargo, se prefieren los métodos fenotipicos
principalmente por su menor costo de inversion.
La identificacion fenotipica se basa principalmente en la determinacion de
caracteristicas observables a nivel macro y microscopico como la morfologia,
desarrollo, y propiedades bioguimicas y metabdlicas, que permitan realizar
comparaciones entre bacterias desconocidas con aquellas de cultivos tipo (Bou et al,
2011).

e Caracteristicas microscopicas
Son principalmente la identificacion de estructuras celulares y tamafios mediante
tinciones, siendo las mas comunes las de azul de metileno y las de gram, sin embargo,
las tinciones de gram son la primera y Unica herramienta que sirve para realizar un
diagnostico provisional en el proceso de identificacion de la mayoria de las bacterias
(Bou et al., 2011).
Los términos comunmente utilizados para realizar la lectura por tincion se muestran
en la tabla 6.
Tabla 6

Términos para preparaciones tefiidas

Indicador Detalle Indicador Detalle
Tincién e Uniforme Bordes e Abultados e Concavos
e lrregular laterales e Paralelos e Irregulares
e Unipolar
e Bipolar, etc.
Forma e Cocos (esféricas u ovaladas)
e Bacilos (cilindrica o de bastones; rectos o curvos)
e Espirilos (espiral)
e Cocobacilos
e Filamentosos
e Bacilos curvos, etc.
Extremos e Redondeados  Disposicion e Parejas
e Puntiagudos e Cadenas
e Tétradas
e Racimos, etc.
Capsula e Presente o Tamario e Cotos e Largos
ausente e Medios
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Endosporas e Ovalases Formas e Variacion en formay
e Esféricas irregulares tamario
e Terminales e Ramificados
e subterminales e Fusimorfes, etc.

Fuente: (Bou, Fernandez, Garcia, Saez y Valdezate, 2011)

Las tinciones de gram estan basados en las caracteristicas de la pared celular y en la
presencia de una capa de peptidoglicano en la célula, la tincion de gram mas utilizada
es la que implica como colorante primario el colorante cristal violeta, el cual tiene
afinidad con el peptidoglicano, siendo asi que la identificacion se realiza
fundamentandose en que las bacterias Gram positivas retienen con mayor fuerza el
complejo al contener una gran cantidad de peptidoglicano y ausencia de una membrana
celular externa, ,mientras que las Gram negativas no pueden retener el complejo por
tener menos cantidad de peptidoglicano, presentandose en estas como una capa fina
ademas de poseer una membrana celular externa (Lopez et al., 2014).

Tabla 7

Método general para tincion de Gram

Solucién Tiempo de Gram positivas Gram
aplicacion negativas
Colorante: cristal violeta 30s Violeta Violeta
Mordiente: Lugol 1 min Violeta Violeta
Decolorante: alcohol acetona 10-15 min Violeta Incolora
Colorante de contraste: safranina 1 min Violeta Rosada

Fuente: (Kaur y Embi, 2009)

e Caracteristicas macroscopicas
Se basa principalmente en la identificacion de las caracteristicas morfoldgicas de las
colonias, la identificacién se realiza para colonias de una Unica especie, desarrolladas
en medios especificos, de las cuales se determinan su tamafio, forma, consistencia y
en algunos de los casos también su color (Bou et al., 2011).
Las caracteristicas morfoldgicas de las colonias se obtienen después de un tiempo de
incubacion que generalmente es de 24 horas para la mayoria de los microrganismos,

realizandose la identificacion del tamafio y forma de las colonias finalizando el
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periodo. La mayoria de las colonias varian desde los 0.5 mm a mas grandes como las

de enterobacterias
Tabla 8

Caracteristicas morfologicas

Indicador Detalle Ejemplo m/o
Forma e Circular e Filamentosa  Staphylococcus
e Puntiforme e Rizoide Bacillus
e lrregular e Espigar
e Entero-liso e Lobular Caracteristico de los
e Ondulados e Filamentoso bacilos largos como
Borde e Sierra e Rizado Bacillus anthracis
e Dentados (Yersinia pestis)
Proteus wvulgaris o
Escherichia coli)
Superficie e Plana e Pulvinado
e Elevada e Umbonado
e Convexa e Umbilicoide
Color e Verde (P. aeruginosa)
e Amarillo (S. aureus)
e Grisaceo (N. meningitidis)
Comportamiento e Brillante (Streptococcus)
alaluz e Opaca (Staphylococcus)
e Mucoide(M): aspecto acuoso  Klebsiella
propio de bacterias pneumoniae,
encapsuladas o que forman Streptococcus
cubiertas polisacaridos. pneumoniae,

Consistencia e Liso(S): aspecto homogéneo,
textura uniforme,
caracteristico de m/o salvajes
recientemente aislados de su
habitad natural.

Enterobacterias

e Rugoso(R): aspecto
granuloso, en general son
cepas mutantes que carecen
de proteinas o polisacaridos
de superficie.

Enterobacterias no
virulentas

Fuente: (Kaur y Embi, 2009);(Duarte, 2000)
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CAPITULO 111
MATERIALES Y METODOS

3.1 CARACTERIZACION DEL AREA DE ESTUDIO
3.1.1 Localizacion del experimento

El desarrollo de la presente investigacion se realizd en las instalaciones de los
laboratorios de analisis fisicoquimico y microbioldgico de la Facultad de Ingenieria en
Ciencias Agropecuarias y Ambientales (FICAYA) de la Universidad Técnica del
Norte, ubicado en la ciudadela universitaria Av. 17 de Julio 5-21 y Gral. José Maria
Cordova, Ibarra, Imbabura, CP 100105, Ecuador.

Tabla 9

Caracteristicas Climatoldgicas

Altitud 2256 m.s.n.m
Temperatura 21 °C
Humedad relativa promedio 73%

Latitud 0.20 Norte

Fuente: (INAMHI, 2021)
3.2 MATERIALESY EQUIPOS
3.2.1 Materia prima e insumos

¢ Residuo agroindustrial (mucilago de cacao)

e Agary caldo nutritivos

e Agua destilada

e Glucosa (grado analitico)

e NaOH concentrado

e Hipoclorito de sodio (5%)

e Solucion DNS

e Reactivo GOD-Pad

e Colorantes para tincion de Gram

e Colorante para tincion con Sudan Negro, xilol y safranina.

e Cloroformo
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e Agua oxigenada
3.3 Materiales y equipos de laboratorio

e Materiales
Autoclave, incubadora, centrifuga, microscopio, pH-metro, termometro, balanza,
analitica, espectrofotdmetro UV-Vis, biorreactor de fermentacion por lotes.

e Equipos
Material de vidrio de laboratorio, cuchillo, lienzo tamiz, algodén estéril, papel Kraft,

papel filtro, papel aluminio.

3.4 METODOS

3.4.1 CARACTERIZACION FISICO QUIMICA DEL MUCILAGO DE
CACAO

Para la determinacién de las caracteristicas fisico quimicas del mucilago de cacao y
conocer los compuestos aprovechables en la investigacion que este subproducto de la
industria cacaotera ofrece, se llevaron a cabo los andlisis de determinacion de

contenido de cenizas, pH, azucares reductores y contenido de glucosa libre.

Tabla 10

Analisis fisico-quimicos del mucilago de cacao

Analisis fisico quimico Método de ensayo

Cenizas AOAC (Baker y Flatman, 2007)

pH 981.12 AOAC (2006) (Dolores, 2009)
Azucares reductores Método DNS (Carrera et al., 2006)
Glucosa libre Método GOD-Pad (Bohorquez, 2016)

Fundamentos de los métodos usados

e Cenizas
El contenido de cenizas presentes en la muestra de mucilago se determiné siguiendo
el método AOAC procedimiento general utilizado por (Baker y Flatman, 2007), para
lo cual es necesario pesar una muestra de 5 a 10 g de mucilago en un crisol previamente
tarado para proceder a introducirlos en la mufla y someter la muestra a carbonizacion

a una temperatura de 550 °C por un periodo de 12 - 18 h, pasado el tiempo indicado
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se esperara a que la temperatura disminuya a los 250 °C o mas bajo para retirar la
muestra de la mufla y transferirla rapidamente a un desecador con plato de porcelana
y desecante donde se dejara enfriar para su posterior pesaje.

° pH
La determinacidn de pH se realizé mediante el método 981.12 AOAC (2005) descrito
en el trabajo de (Dolores, 2009), este método consiste en medir el potencial eléctrico
creado en una membrana de electrodo de vidrio, que es funcion de la actividad de los
iones hidrégeno a ambos lados de la membrana, para ello es necesario el uso de un
medidor automatico de pH con patrones primarios de pH.
Para este trabajo se utiliz6 un medidor de pH modelo (Milwauke pH55), se inicia por
calibrara el equipo con soluciones tampén pH 7.00 y pH 4.01, seguido se mide 25 ml
de muestra filtrada y homogenizada para posteriormente introducir el medidor de pH
y realizar las lecturas.

e Azucares reductores
Para la determinacion de azucares reductores se desarroll6 el método descrito por
(Carrera, Diaz y Bello, 2006) el cual consiste en la determinacion de azucares mediante
el método de DNS, para ello fue necesario realizar previamente una curva de
calibracion para validar el método, el grafico obtenido permite establecer una relacién
entre la concentracion del azlcar presente y la absorbancia proporcional a esta
concentracion.
Para el método se toman 0.5 ml de muestra y 0.5 ml del 4cido dinitrosalicilico (DNS)
y se depositan en tubos de ensayo de 10 ml, que seguido se colocan en bafio maria por
5 min, se enfria rapidamente hasta temperatura ambiente, se agita evitando que la
solucion llegue a los bordes de la tapa y se procede a realizar las lecturas a 540 nm en
un espectrofotometro UV-Visible (Carrera, 2006).
Para los célculos de la concentracion de azlcares reductores se emplea la ecuacion de
la recta obtenida de la curva de calibracion, considerdndose ademaés el factor de
dilusion realizado en la muestra, utilizandose en esta investigacion un factor de 500.

e Glucosa libre
Se determind mediante el método de la glucosa oxidasa peroxidasa GOD-PAD

desarrollado por (Bohérquez, 2016), cuyo principio esta basado en que el peroxido de
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hidrogeno formado reacciona con 4-aminoantiptina y fenol, bajo accion catalizadora
de la peroxidasa, a través de una reaccion oxidativa de acoplamiento, formando una
antipirilquimonimina roja cuya intensidad de color es proporcional a la concentracién
de la glucosa en la muestra (BIOLABO, 2019).

Para preparar la muestra se usa la siguiente dosificacion:

Tabla 11

Preparacion de muestras método de la glucosa oxidasa peroxidasa

Blanco Patrén Muestra
Patron (s) - 20 uL -
Muestra - - 20 uL
Reactivo (A) 2 mi 2 mi 2 mi

Posterior a la preparacion de la muestra se debe agitar bien e incubar a temperatura
ambiente durante 10 minutos para seguido realizar las lecturas de absorbancia en un
espectrofotometro UV-Vis a una longitud de onda de 500nm frente a un blanco, para
los calculos de la glucosa se emple6 la siguiente ecuacion:

A muestra i (1)
————— x C patron = C muestra
A patron

Donde:

A muestra: absorbancia de la muestra.

A patrén: absorbancia del patron

C patrén: concentracion del patron en mg/Dl

C muestra: concentracion de la muestra

3.4.2 AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL
MUCILAGO DE CACAO CON POTENCIAL PARA ACUMULACION DE
PHAS

Los microorganismos fueron aislados de subproductos de la industria cacaotera
resultante de la obtencion de semillas de cacao para la produccion de chocolate y
derivados, con el fin de obtener cepas de microrganismos que sean posibles candidatos
para la produccién PHAs.

e Tomay preparacién de muestras
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El muestreo se realiz6 para mazorcas de cacao pertenecientes a fincas de la parroquia
de Lita-Imbabura, considerando como residuo a procesar tanto al mucilago de cacao
como la cascara del mismo, para el mucilago de cacao se siguié el procedimiento
desarrollado por (Vallejo et al., 2018) por lo que previo a la toma de la muestra las
mazorcas de cacao se lavaron con agua clorada (100 ppm de cloro) y se enjuagaron
con agua potable, se trocearon los frutos realizando un corte transversal y se separo
manualmente la cascara de las almendras, para la extraccion del exudado se utiliz6 un
lienzo de tela de algodon con el cual se logro obtener 1 litro de mucilago suficiente
para tratamiento en laboratorio, tomando en cuenta que si los analisis no se realizan
inmediatamente las muestras deberan ser conservadas y almacenadas a (4 + 1 °C) para
evitar proliferacion microbiana por un tiempo no mayor a las 24 h.
En cuanto a la cascara del fruto se omitié el proceso de lavado y solo se limit6 a separar
la pulpa que contiene el cacao con el fin de conservar las caracteristicas que este posee
de manera natural
Las muestras recolectadas se dividieron en 5 y se dejaron fermentar durante 24, 48 y
72 horas a temperatura ambiente para luego de cada periodo tomar 10 ml de mucilago
fermentado y realizar diluciones seriadas con agua destilada estéril desde 10 hasta
10,

e Recuperacién e identificacion de microorganismos
Para la recuperacién de los microorganismos se utilizd agar nutritivo, reportado por
(Buritaca et al., 2017) como un medio til para el aislamiento de microorganismos de
diferentes medios en el cual se pueden desarrollar la mayoria de bacterias y hongos
existentes por lo que es apropiado para este trabajo, la recuperacion de se realiz6 tanto
para el mucilago exudado como para la cascara del fruto, ambos considerados como
residuo del cacao.
La recuperacion para el mucilago de cacao se realiz6 tomando como base el proceso
descrito por (Bastidas, 2011), se tomaron 0.1 ml de la dilucién 102 y 10 de las
muestras correspondientes a cada uno de las horas de muestreo y se adicioné en cada
una de las cajas Petri, se realiz6 el procedimiento por duplicado, la muestra se
distribuyd por toda la extension del medio en la caja con un asa bacterioldgica y luego

se incubo por un periodo de 24 a 48 h a 30 °C.
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En cuanto a la cascara de cacao se realiz6 raspados en la superficie para luego inocular
sobre una caja Petri con agar nutritivo mediante un agotamiento por estria y a
continuacion incubar a 30 °C por 24 horas, replicando las condiciones de incubacion
ya descritas, pasado los periodos de incubacion en los dos tipos de recuperaciones,
tomando como referencia el trabajo de (Buritaca et al., 2017) por lo que se realizd la
identificacion microscopica de las colonias desarrolladas empleando en cada uno de
los casos tincion de Gram como determinacion fenotipica inicial.

¢ Identificacion y aislamiento de microorganismos productores de PHA
De las colonias obtenidas durante la recuperacion de microorganismos se
seleccionaron colonias representativas que fueron inoculadas en 5 ml de caldo
nutritivo modificado con una concentracion de 10 g/l de glucosa, provocando que esta
sea la concentracidn excedente de fuente de carbono, a una temperatura de 30 °C con
agitacion constante durante 24 h, segun lo descrito por ( Lemos y Cérdoba, 2015).
Posteriormente se procedio a realizar tinciones con Sudan Negro B en base al estudio
realizado por (Guzmén et al, 2017) para identificar granulos de PHA en el interior de
la célula, dando como positivo cuando exista la presencia de granulos negros o
grisaceos en el interior de las células vegetativas rosadas.

e Confirmacion de la presencia de polihidroxialcanoatos en células aisladas
Para la confirmacion de la presencia de PHA intracelular se empela el método
espectrofotométrico del Sudan Negro desarrollado por (Porras, Villar, y Cubitto, 2017)
que consiste en determinar la absorbancia mediante un barrido en un
espectrofotometro UV-vis a longitudes de onda de 550 a 800 nm , como resultado los
espectros de células que contiene polimero generan un valor de absorbancia maximo
alrededor de 660 y 680 nm.

35 EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION
SUMERGIDA (TEMPERATURA, pH, Y CONCENTRACION DE SULFATO
DE AMONIO) PARA ALCANZAR LA MAXIMIZACION DE BIOSINTESIS
DE POLIHIDROXIALCANOATOS

Para el desarrollo del objetivo descrito se opto por utilizar el paquete estadistico,
Design Expert en su version 13 para desarrollar el disefio del experimento, y

analizarlos datos y visualiza resultados de manera grafica para cada experimento.
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3.5.1 Metodo del experimento

Para la presente investigacion se emple6 el Método de Superficie de Respuesta (MRS)
con optimizacion mediante un Disefio Central Compuesto (DCC) para la evaluacién
de tres factores en estudio, A, B y C estableciendo un rango de minimos y maximos
determinado para cada factor.

El tipo del método de superficie de respuesta seleccionado (DCC), es comiunmente
aplicado para la optimizacion de un proceso que se ajusta a superficies de respuesta de
segundo orden, para lo cual se realizaron 20 experimentos con seis repeticiones al
punto central y una repeticion para todos los puntos axiales, lograndose encontrar la
configuracién adecuada de los experimentos con la ayuda del paquete estadistico

Design Expert 13, con el fin de lograr la maximizacion de la concentracion de PHAS.
3.5.2 Factores en estudio

Los factores en estudio y los valores asignados por el programa estadistico Design
Expert 13 para evaluar y maximizar la concentracion de polihidroxialcanoatos se
muestran en la tabla 12:

Tabla 12

Factores en estudio

Factores Minimo Maximo Unidad

Factor A: Temperatura 25.0 40.0 °C

Factor B: pH 6.5 8.5 -

Factor C: Concentracion de Sulfato 0.0 1.2 g/l
de amonio

3.5.3 Tratamientos

Representacion grafica de los tratamientos proporcionado por el Software estadistico

Design-Expert 13, figura 8.
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Figura 8

Representacion gréfica de los tratamientos
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En la tabla 13 se muestran los tratamientos realizados para la maximizacion de la
produccion de PHAS
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Tabla 13

Descripcion de tratamientos

T Factor A Factor B Factor C
Temperatura °C pH (NHa) 2SO4
1 25.0 6.5 0.0
2 40.0 6.5 0.0
3 25.0 8.5 0.0
4 40.0 8.5 0.0
5 25.0 6.5 1.2
6 40.0 6.5 1.2
7 25.0 8.5 1.2
8 40.0 8.5 1.2
9 19.9 7.5 0.6
10 45.0 7.5 0.6
11 32.5 5.8 0.6
12 32.5 9.2 0.6
13 32.5 7.5 0.0
14 32.5 7.5 1.6
15 32.5 7.5 0.6
16 32.5 7.5 0.6
17 32.5 7.5 0.6
18 32,5 7.5 0.6
19 32,5 7.5 0.6
20 32.5 7.5 0.6

Para los tratamientos propuestos se evalu6é la cantidad final obtenida de PHAs

expresada en g/l con la finalidad de encontrar un modelo que maximice el proceso.

3.6  MANEJO ESPECIFICO DEL EXPERIMENTO

El proceso de obtencién de polihidroxialcanoatos fue separado en tres etapas (figura
9), que contemplan: etapa de preparacion del sustrato (A), bioproceso (B) y
recuperacion de PHAs (C), a continuacion, se explica cada una de las etapas

desarrolladas.
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Figura 9

Diagrama del manejo especifico del experimento
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3.6.1 Descripcion del diagrama de proceso

e Preparacion del sustrato
Esta etapa del proceso inicia con la filtracion del exudado del mucilago de cacao, para
esto fue necesario emplear un lienzo de algodon de dimensiones de (10 x 10) cm, un
embudo de vidrio y un contenedor final para el mucilago filtrado, esto se realiz6 con
el fin de eliminar particulas grandes de fibra del mucilago que puedan interferir con el
proceso.
La solucion preparada tiene una composicion de 50% mucilago de cacao y 50% de una
mezcla de agua destilada y NaOH 2N, esta preparacion se determind realizarla asi con
el fin de facilitar el acondicionamiento del sustrato y cumplir con los pardmetros de
desarrollo sugeridos para fermentaciones en cultivos por lotes, descrito por (Bona
et al., 2008), quien indica que en este tipo de cultivos la concentracion de fuentes de
carbono por glucosa no debe superar los 30 g/l, de modo que al realizar la dilucion del
mucilago, la concentracion final que se obtiene es de 24.84 + 1.03 g/l lo que permite
un buen desarrollo de los microorganismos durante la fermentacion.

e Esterilizacion
Siguiendo el método convencional el sustrato es sometido a esterilizacion por calor
hiumedo en una autoclave utilizando frascos apropiados, las condiciones de
esterilizacion fueron: temperatura de 121 °C y un tiempo de 15 min.

e Banco de células de trabajo
Consiste en preparar una serie de viales que contengan una cantidad conocida de
células que puedan ser utilizadas durante cada uno de los tratamientos contemplados
en el disefio experimental, desarrollandose dos etapas para la obtencion del banco de
células, modificando la metodologia descrita en el trabajo de (Acosta, 2019),
aumentado la concentracidon de glicerol en el crioprotector.
La primera etapa trata de acumular la mayor cantidad de biomasa disponible de modo
que se inoculé en caldo nutritivo, una pequefia cantidad de una de las cepas
seleccionadas durante el aislamiento y se la deja en incubacion a 40 °C por un periodo
de 12 h, pasado este tiempo se centrifuga el cultivo obtenido a 4000 rpm por 20 min

para luego eliminar el sobrenadante y conservar la biomasa acumulada.
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La segunda fase consiste en adicionar 20 ml de caldo nutritivo recién preparado al
precipitado de células resultante de la centrifugacion, para luego homogenizar y dividir
el cultivo en 20 viales de congelacién con la adicion de 1ml de crioprotector (glicerol
al 80%) y almacenar a una temperatura de -4 °C, el aumento en la concentracion del
glicerol es debido a que la viabilidad de las bacterias empleadas en este estudio es nula
al 30% de glicerol ya que el proceso de congelacion se realiz6 a una velocidad menor
por el uso de un congelador convencional.

e Bioproceso
Esta fase se desarrolla en un biorreactor de tipo tanque agitado modo discontinuo con
capacidad de 1.14 litros ocupando el 80% de su capacidad para el proceso
fermentativo, el biorreactor consta de un controlador automatico de pH y temperatura
que permite la continuidad de las condiciones fijadas durante el tiempo de produccién
de PHAS, ademaés de un motor para agitacion magnética.
El bioproceso consistio en la inoculacién de uno de los viales por cada uno de los
tratamiento, estos contienen a las células de trabajo con una concertacion inicial de
10.4 mg/ml, previo a la inoculacién el sustrato fue modificado para que cumpla con
las condiciones iniciales del tratamiento dispuesto por el disefio experimental de
superficie de respuesta, agregandose una cantidad determinada de sulfato de amonio
(NH4) 2S04y un volumen de NaOH 2N considerado dentro de la dilucién inicial para
ajustar el pH del medio y luego seguir a su esterilizacion.
Con el sustrato ya esterilizado y con las condiciones establecidas, inicia el proceso de
crecimiento celular y consecuente produccion de polihidroxialcanoatos, los periodos
de muestreo realizados fueron uno cada cuatro horas contando con 50 ml por muestra
para determinar el contenido de polimero producido hasta las 36 horas.

e Recuperacién del polimero
Para lograr determinar la cantidad producida de polihidroxialcanoatos (PHAS) durante
el bioproceso se emple6 el método descrito por (Raza, Abid y Banat, 2018) el cual
consta de tres fases, a partir de la muestra extraida se procede a centrifugarla a 3000
rpm por 30 min para obtener un sedimento que comprende a las células con granulos
intracelulares de polihidroxialcanoatos y seguido realizar tres lavados del sedimento
con agua destilada, es aqui cuando inicia la primera fase del pretratamiento del

sedimento, con el uso de hipoclorito de sodio al 5%, reportado en el trabajo de
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(Guzmén et al., 2017), se induce a la ruptura de la pared celular para que los granulos
de PHAs se encuentren disponibles, esta primera fase tiene un tiempo de duracién de
dos horas

La segunda fase consiste en solubilizar el polimero en cloroformo de modo que se
adiciona 1ml de solvente en él tuvo que contiene las células y el hipoclorito de sodio,
se mezclan con la ayuda de una micropipeta y se deja en reposo durante 20 minutos,
Pasado ese tiempo se centrifuga la mezcla a 3000 rpm durante 5 minutos y es aqui
cuando se da la separacion de los polimeros de los restos celulares obteniéndose dos
partes perfectamente identificables.

En la ultima fase se separar el cloroformo con el uso de una micropipeta y se deposita
en viales previamente pesados para iniciar la evaporacion del solvente por medio de
un evaporador a 45 °C y finalmente registrar el peso obtenido de polimero recuperado

(anexo3).
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

41 CARACTERIZACION FiSICO QUIMICA DEL MUCILAGO DE
CACAO

El mucilago de cacao fue sometido a un proceso de caracterizacion previo a ser
utilizado dentro del bioproceso, esto se realiz6 para tener un punto de partida de la
composicion del mucilago, los valores promedios obtenidos se muestran en la tabla
14,

Tabla 14

Resultados de la caracterizacion del mucilago de cacao

Analisis fisico quimico Resultados obtenidos Unidades
Cenizas 0.39 +0.02 % (m/v)
pH 3.70 +0.05 -
A. reductores 12.20 +0.72 % (m/v)
Glucosa libre 4.97 +£0.21 % (Mm/v)

Nota. x + desviacion estandar

e Cenizas
La cantidad de cenizas presentes en el mucilago de cacao es de 0.39 £+ 0.02%, lo que
se acerca a lo reportado por (Ortiz y Alvarez, 2015) quienes determinaron que el
contenido promedio de cenizas en el mucilago de cacao oscila entre 0.40 — 0.50%, esta
diferencia de 0.01% obtenida en la determinacion puede deberse a la calidad de suelo
del cual proviene el fruto, conocer la cantidad de cenizas permite saber de manera
preliminar el contenido de posibles fuentes de nitrégeno ya que segun (Marquez, 2014)
los minerales constituyentes de las cenizas se presentan en forma de 6xidos, sulfatos,
fosfatos, silicatos y cloruros, lo que puede ser aprovechado por los microrganismos
durante el bioproceso.

e pH
El valor obtenido de 3.70 £ 0.05, se encuentra entre los valores reportados como
comunes para el mucilago de cacao descritos por (Wacher, 2011) quien afirmar que el
mucilago tiene un pH que va desde 3.30 a 4.00, el pH es un factor importante que

influye sobre el crecimiento de los microorganismos, segun (Cervantes et al., 2017) el
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rango optimo de pH para el crecimiento de bacterias va de 6.0 hasta 8.5 y sdlo pocas
prefieren los limites muy béasico o muy &cidos, si se quisiera modificar el pH se
adicionaria una base como NaOH, NHjs etc., para alcanzar valores de pH que favorezca
el crecimiento de bacterias segun lo reportado, esto no cambiaria en gran medida la
composicion del mismo.
e Azlcares reductores
La cantidad de azUcares reductores presentes en el sustrato fue de 12.20 £ 0.72%,
reportes de (Zambrano, 2020) afirman que la cantidad de azUcares reductores presentes
en el mucilago de cacao podria estar de 12.50 a 15.90% de modo que el sustrato posee
valores cercanos para su uso como fuente de carbono dentro del bioproceso.
e Glucosa libre

El mucilago de cacao cuenta con una concentracion de 4.97 + 0.21% de glucosa
coincidiendo con el estudio realizado por (Zambrano, 2020) donde determiné que la
concentracion de glucosa en el fruto de cacao se encuentra entre 4.81% Yy 6.91%, esta
cantidad resulta ser beneficiosa, ya que su concentracion hace posible que el sustrato
sea empleado en varios tipos de bioprocesos al ser la glucosa una de las principales
fuentes de carbono del cual varios tipos de microorganismos se valen para su
desarrollo, sin embargo la cantidad determinada resulta ser alta para el proceso
propuesto ya que excede los limites mencionados por (Bona etal., 2008) de la
concentracion de fuente de carbono por glucosa para la fermentacion en cultivos por

lotes, por lo que se sugiere diluir hasta valores inferiores al 3%.

4.2 ASILAMIENTO DE MICROORGANISMOS PRESENTES EN EL
MUCILAGO DE CACAO CON POTENCIAL PARA ACUMULACION DE
PHAS

Se lograron identificar cuatro tipos de microorganismos en el estudio, tres presentes
en el mucilago y uno en la cascara de cacao, la identificacion para cada tipo de
microrganismo se realiz6 por microscopia, utilizando método de tincion de Gram y
tincién con Sudan Negro para la determinacion de polimeros intracelulares, en la

figura 10 se muestran los campos 6pticos con cada tipo de célula identificada.
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Figura 10

Microorganismos identificados de residuos del cacao Tincion de Gram

Nota. (a) Cocos ovalados gram positivos, (b) Bacilos en bastones curvos gram
positivos, (c) Cocos esféricos gram positivos, (d) bacilos cilindricos gram negativos.

Los tipos de microorganismo identificados en el mucilago de cacao se dieron durante
las 24 y 48 horas de fermentacidén a temperatura ambiente, donde segun (Wacher,
2011) en las primeras 24 horas prevalecen entre 5y 6 especies diferentes de levaduras,
siendo la levadura de mayor presencia durante este periodo la perteneciente a la
especie Hanseniaspora guilliermondii cuya morfologia y caracteristicas coinciden con
la del microrganismo asilado, correspondiente a la visualizacion de la figura 10 (a), al
ser cocos esféricos y positivos a la tincion de Gram, este microorganismos se
caracteriza por crecer sin problema en medios con alta concentracion de glucosa de

modo que su presencia es abundante durante la primera fase fermentativa.

42



El segundo microorganismo (figura 10b) debido a su morfologia y caracteristicas
pertenece a la especie Lactobacillus, al ser bacilos curvos y gram positivos, estos se
desarrollan secuencialmente casi después de las levaduras ya que su desarrollo
promueve a la modificacion del medio como lo describe (Salazar y Rojas, 2017), las
levaduras tienen la capacidad de consumir rapidamente el oxigeno disponible en la
masa de mucilago, logrando crear las condiciones adecuadas para el crecimiento y
desarrollo de bacterias acido lacticas.

Por altimo, el microorganismo recuperado de la figura 10 (c) corresponde pertenecer
al tipo de bacterias acido acéticas, esto debido a la secuencia de fermentacidn que sigue
el mucilago de cacao, comunmente a las 48 horas se cumple la tercera fase de
fermentacion y se da la aparicion de este tipo de microorganismos, esto debido a la
degradacion del mucilago producto de la descomposicion de los polisacaridos del
tejido mucilaginoso por accion pectinolitica de las levaduras, permitiendo una segunda
aireacion del medio (Lagunes et al., 2007) y en conjunto con la disminucion de las
condiciones acidas por el consumo del &cido citrico, favorece al desarrollo de bacterias

acido acéticas, procediéndose la oxidacion del etanol a acido acético (El Salous, 2019)

En cuanto al microrganismo de la figura 10 (d) se conoce que en base a su morfologia
pertenece al género Bacillus dominios bacteria segun (Vos etal., 2011), el
microorganismo es aislado de la superficie de la cascara de cacao, dando como
negativo a la tincion de Gram, este posee caracteristicas de crecimiento diferentes ya
que se desarrollaa temperaturas de 45 °C y su crecimiento es mejor a un pH neutro.
Una vez identificado la presencia de estos microorganismos en los residuos de cacao
se procedio a la identificacion de los posibles candidatos productores de PHAS para
este sustrato, utilizando la tincién con Sudan Negro segun el método empleando por

(Guzman et al, 2017), mostrandose los resultados en la figura 11.
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Figura 11

Microorganismos identificados tincion con Sudan Negro

Nota. (a) Cocos ovalados sin coloracién interna, (b) Bacilos en bastones curvos sin
coloracién interna, (c) Cocos esféricos sin coloracion interna, (d) bacilos cilindricos
con coloracion interna.

Del total de microorganismos aislados solo uno logro tener la capacidad de acumular
polihidroxialcanoatos de manera natural (figura 11d), presentando coloracion interna
grisacea-obscura a manera de granos facilmente identificables, siendo este el candidato
para ser utilizado en el bioproceso.

e Confirmacion de la presencia de PHAs intracelular del microorganismo

aislado

Para validar la presencia de granulos intracelulares se empleo6 el método desarrollado
por espectrofotometria (Porras, Villar, y Cubitto, 2018), (figura 12).
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Figura 12

Espectro de barrido
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Se realizo el analisis de barrido en el espectro visible trabajando en el rango de los 380
a 750 nm, donde se logro evidenciar que existen picos maximos de absorbancia en las
regiones de 670 y 680 nm (figura 12b), coincidiendo con lo descrito en las
investigaciones de (Porras, Villar, y Cubitto, 2018), para la determinacion de
polihidroxialcanoatos intracelulares, de modo que la cepa identificada y aislada de la
cascara del fruto es apta para su uso dentro de la evaluacion de la produccion de PHA

en mucilago de cacao.

43 EVALUACION DE LAS CONDICIONES DE FERMENTACION
SUMERGIDA (TEMPERATURA, pH, Y CONCENTRACION DE SULFATO
DE AMONIO) PARA ALCANZAR LA MAXIMIZACION DE BIOSINTESIS
DE POLIHIDROXIALCANOATOS

Una vez seleccionada la cepa productora se inicio con el bioproceso utilizando como
sustrato el mucilago cacao donde se evaluaron los parametros descritos en la
metodologia. En la figura 13 se muestra el comportamiento general del proceso con la

representacion grafica de la media de los puntos centrales.
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Figura 13

Cinética de produccion de polihidroxialcanoatos
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Nota. La grafica muestra la desviacidn estandar de la media de los 6 puntos centrales
del disefio (xP.C), y el comportamiento de los tratamientos 1 al 14.
Existe una leve reduccién de la concentracion de polihidroxialcanoatos entre la hora
10y 15 de fermentacion, esto puede deberse a que el microorganismo no esta adaptado
al medio de modo que en ese periodo consume la reserva de fuente de carbono
producida que es el polimero como respuesta a su adaptacion, corrigiéndose el
comportamiento en las horas posteriores, dandose que la fase exponencial para la
acumulacion del polimero se encuentra entre las 20 y 25 horas.

e Andlisis de varianza
Se obtuvieron los valores de produccién de PHAs y se realizaron los analisis
estadisticos para determinar las mejores combinaciones entre tratamientos, se puede
evidenciar en el anexo 1 que los datos provienen de una distribucion normal.
En la tabla 15 se encuentran los resultados del andlisis de varianza en el que se
determina la existencia de diferencias significativas entre los factores. Mediante los
valores-P se ha comprobado la significancia estadistica de cada uno, asi como sus

interacciones.
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Tabla 15
Analisis de Varianza para la produccion de PHAs

FV SC GL MC F-valor p-valor  Significancia
Modelo 0.1012 9  0.0112 50.63 <0.0001 Significante
A- 0.0632 1 0.0632 28444 <0.0001

Temperatura 0.0002 1 0.0002 0.9666  0.3487

B-pH 0.0208 1  0.0208 93.53 <0.0001

C-Conct N 0.0014 1  0.0014 6.21 0.0319

AB 0.0065 1  0.0065 29.34 0.0003

B2 0.0187 1  0.0187 84.42 <0.0001

CZ

Residuo 0.0022 10 0.0002

Falta de ajuste  0.0017 5  0.0003 3.25 0.1111 No significante
Error puro 0.0005 5 0.0001

Total 0.1034 19

Mediante el analisis ANOVA se logré determinar que el valor obtenido de 50.63 para
el F-modelo es significativo, y el resultado del coeficiente de determinacion ajustado
R2 = 0.9592 permite saber que el modelo estadistico sugerido para este trabajo es Util
en la busqueda del punto 6ptimo para la produccion del polimero, ya que segun
(Gutiérrez, 2016) si el modelo no presenta un coeficiente de determinacion minimo de
0.70, no es recomendable el uso del mismo para la prediccion de variables resultado.
El analisis p-valor permitié conocer la significancia de las variables dependientes
sobre el procesos productivo, por lo que se determiné que Unicamente los factores A
(Temperatura), C (Concentracién de Sulfato de amonio) y la interaccion AB asi como
los cuadrados B2, C2 resultan ser términos de modelo significativo que influyen en la
produccién de PHAS, esto debido a que los valores resultantes no son mayores a
0.1000, sin embargo el factor B correspondiente al pH no es significativo y en el rango
establecido no influye dentro de la produccion final.

4.4 MAXIMIZACION DE LAS CONDICIONES DE LA PRODUCCION DE
POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAS)

Teniendo en cuenta los valores reportados anteriormente, se procedio a la optimizacion

por métodos numericos para obtener los méaximos en la produccion del polimero.
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En la figura 14 se muestran los graficos que reflejan el &rea explorada, donde la
interaccion entre los factores en estudio (Temperatura, pH, Concentracion de Sulfato
de amonio) definen el punto 6ptimo en funcion de la variable respuesta (Concentracion

de PHAS).
Figura 14

Superficie de respuesta estimada y gréafico de contorno
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En la figura 14 (a) y (b) se muestra la optimizacion del disefio, la zona roja representa
los puntos Optimos de las mejores combinaciones de temperatura (A), pH (B) y un
factor de Concentracion de Sulfato de amonio (C) igual a 4.7x107 (el cual se podria
asumir como valor 0) que permiten maximizar a la variable respuesta, de modo que
cualquier punto dentro la zona de color rojo especificada da resultados maximos de
acumulacion del polimero.

En el estudio realizado por (Gonzalez et al., 2013) para la determinacion de sintesis y
biodegradacion de los polihidroxialcanoatos, se afirma que la biosintesis del polimero
siempre involucra un factor de limitacién de crecimiento como nitrégeno, fésforo,
azufre, oxigeno o magnesio, de modo que la ausencia de concentracion de nitrogeno
dentro de los valores evaluados para la optimizacion es coherente ya que el mucilago
presenta minerales de manera natural, entre ellos sulfatos que pueden estar actuando
como fuentes de nitrogeno suficientes para el desarrollo inicial de los microorganismos

por lo que el mucilago contaria con las condiciones adecuadas para la produccion de
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PHA al presentar limitacion de una fuente de nitrégeno y un suministrd en exceso de
una fuente de carbono.
La ecuacion 2 describe el comportamiento de los datos para la maximizacion de la

variable respuesta concentracion de polihidroxialcanoatos.

CPHA =0.365509 + 0.0680007 * A + 0.00396403 * B -0.0441526 * C -0.013125 * AB - (2)
0.021172 * B2 + 0.0455046 * C2

CPHA = Concentracién de polihidroxialcanoatos

e Validacion de las condiciones establecida para la optimizacion

Mediante el analisis de los resultados con el uso del paquete estadistico Design expert
13 y la exploracion del area de superficie respuesta se encontraron 81 soluciones de
optimizacion correspondientes a las combinacion de los factores en la zona roja de la
figura 14 (a) y (b), sin embargo solo una fue seleccionada para maximizar la
concentracion del polimero mostrandose las condiciones de optimizacion en la tabla
16 , para la validacion del punto éptimo se realizaron tres réplicas del experimento a
las condiciones sugeridas.

Tabla 16

Condiciones de maximizacion sugeridas

Numero Temperatura pH Concentracion  Concentracion
(°C) de (NH4) .SOs  de PHAs
1 40.00 7.3 0 0.512 Seleccionado

Los resultados obtenidos para la validacion del punto Optimo después de la
experimentacién se muestran en la tabla 17 verificAndose que se cumple con los
valores planteados en el modelo al encontrarse la produccion dentro del rango
establecido.

Tabla 17

Resultados de la optimizacion de la produccion de polihidroxialcanoatos

Analisis Media Desv. 95%IP Media Real 95%IP
predicha Est. Bajo Alto
Concentracion 0.512 0.015 0.482 0.488+0.017 0.541
de PHAS
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El valor obtenido se encontrd dentro del rango de valores sugeridos por el programa,
demostrandose la validacion de la optimizacion de la variable respuesta. La produccién
final obtenida del punto éptimo fueron favorables ya que reflejan la efectividad del
microrganismo segun lo descrito por (Guzman etal., 2017) conociéndose que los
microorganismos que presenten una produccion mayor a 0.300 g/l  de
polihidroxialcanoatos tiene potencial para su aplicacion industrial.

En la tabla 18 se muestra la comparacion de este estudio con investigaciones similares
de PHA utilizando diferentes especies de microrganismos con diferentes sustratos.
Tabla 18

Comparacion de la produccion de PHA con otros estudios similares

Sustrato Microorganismo  Tiempo PHA P.volumétrica  Fuente
(9/)  (mg/L.h)

Harinade Ralstonia 20.0 0.620 31.00 (Rojas, Hoyos,
yuca eutropha Mosquera y
Silvio, 2016)
Glucosa Bacillus cereus 20.0 0.500 25.00 (Porwal et al.,
EGU3 2008)
Almidon Haldfilos 20.0 0.019 0.095 (Guzméan et al.,
de papa 2017)
Mucilago  Bacillus sp. 255 0.488 19.10 Este estudio

de cacao (Gram negativo)

Para los resultados obtenidos en la tabla 18 la produccion més alta de PHA es de 0.620
g/l con una productividad volumetrica de 31.00 mg/l.h, seguido se encuentra la
produccién alcanzada en este estudio, con una concentracion de 0.488 g/l y una
productividad volumétrica de 19.10 mg/l.h, la diferencia que existe al comparar la
produccion puede ser debido al microorganismo utilizado. Actualmente se han
reportado mas de 300 bacterias capaces de acumular PHAS en su entorno natural, cada
una con diferente capacidad de acumulacion intracelular (Sasidharan y Bhat, 2014),
de modo que la productividad obtenida durante el bioproceso esta estrechamente
relacionada con la capacidad de acumular grandes cantidades del polimero de las

especies empleadas, ademas del sustrato utilizado.
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La acumulacién de polimero intracelular obtenida en el estudio de (Rojas, Hoyos,
Mosquera y Silvio, 2016) destacada por ser la mayor concentracion alcanzada en esta
comparacion, se debe principalmente a que el sustrato utilizado segun los autores tuvo
un pretratamiento de hidrolisis enzimatica para la disponibilidad de glucosa en el
medio, alcanzando un equivalente de dextrosa del 79%, que facilita la asimilacion
pronta de la fuente de carbono disponible, y que en conjunto con el microrganismo
utilizado Ralstonia eutropha, garantiza que la acumulacién de polihidroxialcanoatos
sea alta, ya que este microorganismo en especifico es una de las bacterias mas
utilizadas en la produccion de PHA, debido a que es capaz de almacenar hasta un 96%
de este material en peso seco, y desarrollarse con fuentes de carbono como fructosa y
glucosa (Betancur y Agudelo, 2011).

De la misma manera los resultados obtenidos por (Porwal etal., 2008) se ven
influenciados por el microorganismo utilizado, ya que el microorganismo Bacillus
cereus EGU3 se encuentra entre las 100 cepas de alta produccion de PHB alcanzando
un capacidad de acumulacién de hasta el 66% en peso seco.

Por otra parte, los resultados obtenidos en el presente estudio superan a la
concentracion alcanzada de PHA en el trabajo de (Guzman et al., 2017) en el cual se
utilizaron aislados de microorganismos halofilos que llegaron a alcanzar una
concentracion maxima de 0.019 g/l de PHA, usando almidon de papa como fuente de
carbono, y es aqui donde se puede evidenciar que el tratamiento del sustrato también
influencia en la concentracion alcanzada por el microorganismo, ya que en este mismo
estudio se obtuvo una concentracion de 0.678 g/l al utilizar glucosa pura como fuente
de carbono, existiendo una marcada diferencia entre los dos tipos de sustrato
empleados.

Por tal motivo se puede determinar que el uso de mucilago de cacao como sustrato es
viable ya que presenta caracteristicas que permiten el crecimiento de microrganismos
aptos para la acumulacion de PHA intracelular, siempre y cuando el microorganismo
tenga un buen desarrollo en medios con glucosa, obteniendo resultados cercanos a los

reportados con el uso de microorganismos de alta acumulacion en la industria.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

5.1 Conclusiones

e EI mucilago utilizado califica como un sustrato para ser empleado en
bioprocesos, y su bajo valor de pH no altera notablemente la concentracion de
la fuente de carbono predominante.

e Se logr6 aislar un microorganismo gram negativo productor de
polihidroxialcanoatos (PHAS) presente en los residuos del cacao, que supera
el minimo sugerido de 0.300 g/l para ser considerado en producciones
industriales

e Las mayores concentraciones de PHAs durante el bioproceso aplicado se
lograron en ausencia de fuente de nitrégeno, temperaturas altas y pH cercano
al neutro.

e Se acepta la hipotesis alternativa ya que se demostro por experimentacion que
la concentracion de polihidroxialcanoatos esta influenciada por los parametros

de temperatura, pH y concentracion de nitrégeno.
5.2 Recomendaciones

e Establecer un proceso de clarificacion del mucilago que permita conservar la
concentracion de glucosa disponible para reducir la dificultad en la
recuperacion del polimero.

e Establecer métodos de recoleccion y almacenamiento en campo del mucilago
de cacao para su uso dentro de bioprocesos.

e Caracterizar el microorganismo aislado de la cascara del fruto de cacao.
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Anexo 1 Normalidad para la produccién de PHAs
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Anexo 4 Proceso de obtencion de Polihidroxialcanoatos
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Fotografia 6

Esterilizacion del Banco de células Bioproceso
sustrato (Biorreactor)

Fotografia 7 Fotografia 8 Fotografia 9
Centrifugacion y lavado Pretratamiento con solubilizacion de PHA en
de biomasa hipoclorito de sodio 5% cloroformo
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Fotografia 10
Separacion de
cloroformo con PHAs

Fotografia 11
Evaporacion de
cloroformo

Fotografia 12
PHA recuperado adherido
a viales de 2ml
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